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Cilj ovoga rada bio je optimirati uvjete priprave uzoraka kao i metode za ekstrakciju polifenola
kozica grozda. Ispitan je utjecaj razli¢itog nacina suSenja kozica bobica grozda, suSenje u
pecnici, na zraku pri sobnoj temperaturi te liofilizacija, na maseni udio pojedinih fenola te je
utvrdeno da je liofilizacija najucinkovitija metoda. Optimiran je postupak zamrzavanja i
odmrzavanja uzoraka bobica grozda pri cemu su zamrzavane bobice sa i bez jastuci¢a. Kozica
je odvojena od ostatka bobice sa jo§ zamrznutih bobica te nakon odmrzavanja u mikrovalnoj
pecnici, hladnjaku i1 na sobnoj temperaturi. Najvec¢i maseni udjeli pojedinih fenola oCuvani su
kod uzoraka zamrznutih sa jastu¢i¢em, a sa kojih je koZzica odvojena s jo§ zamrznutih bobica.
Provedeno je optimiranje pet metoda (ekstrakcija cvrsto-tekuce, ultrazvukom potpomognuta
ekstrakcija, mikrovalovima potpomognuta ekstrakcija, enzimima potpomognuta ekstrakcija te
rasprSenje matrice uzorka kroz ¢vrstu fazu) za ekstrakciju flavonoida iz kozica bobica grozda
te je usporedbom masenih udjela flavonoida u ekstraktima dobivenim tim metodama
utvrdeno da je ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija najucinkovitija metoda.
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POLYPHENOLIC COMPOUNDS IN THE GRAPE SKINS BY HIGH
PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY
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The aim of the present study was the optimization of the sample preparations of grape skins and the
extraction methods for polyphenols, as well. The investigation was done into the effect of the different
drying methods of grape skins (oven drying, room temperature drying and freeze-drying) on the
content of phenolic compounds. The most effective drying method was found to be freeze-drying. The
process of freezing and thawing grape samples was undertaken. The grape berry samples were frozen
with and without a receptacle. The skin of the frozen berries was separated from the rest of the berries
after thawing in a microwave oven, a refrigerator and on room temperature. The largest content of
individual phenols was preserved in samples frozen with a receptacle, where the skin was separated
from the still frozen berries. The optimization was done for the five methods (solid-liquid extraction,
ultrasound assisted extraction, microwave assisted extraction, enzyme assisted extraction and matrix
solid phase dispersion) of flavonoid extraction from the grape berry skins. The comparison of
flavonoid content in the extracts obtained by the five methods showed that the ultrasound assisted
extraction was the most effective method.
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1. UVOD







Vinova loza (Vitis vinifera L.) jedna je od najznacajnijih poljoprivrednih kultura na svijetu
koja se uzgaja na priblizno 7,5 milijuna ha.' Plod vinove loze, grozde, najveéim se dijelom
preraduje u vino, premda se znacajan udio konzumira u svjezem stanju, susSi za dobivanje
grozdica, preraduje u bezalkoholne sokove te destilira u jaka alkoholna pi¢a. Bobica grozda
obiluje brojnim skupinama spojeva od kojih je potrebno istaknuti Secere, organske kiseline,
minerale, hlapljive aromatske spojeve, aminokiseline i1 fenole (hidroksibenzojeve i
hidroksicimetne kiseline, stilbene te flavonoide kao $to su antocijanini, flavonoli i
flavan-3-oli). Polifenoli se definiraju kao tvari koje posjeduju viSe aromatskih prstenova s
jednom ili vise hidroksilnih skupina, dok fenoli podrazumijevaju sve spojeve koji sadrze
aromatski prsten bez obzira na njihov broj s vezanom jednom ili viSe hidroksilnih skupina.
Takva definicija nije prikladna kada se govori o biljnim fenolima jer bi ona ukljucila i estron
te neke karotenoide koji su prema svom podrijetlu terpeni. Opcéenito, biljni fenoli i polifenoli
odnose se na prirodne sekundarne metabolite koji potjecu iz Sikimat/fenilpropanskog puta 1/ili
poliketid-acetat/malonatnog puta, a pri ¢emu nastaju monomerni ili polimerni oblici, kako je i
kemijski definirano, a ukljuceni su u vrlo veliki broj fizioloskih procesa u biljkama.” Prema
ovoj definiciji stilbeni 1 flavonoidi su polifenoli dok se fenolne kiseline ne ubrajaju u
polifenole pa ¢e se stoga u daljnjem tekstu kada je potrebno uzeti u obzir fenolne kiseline,
stilbene te flavonoide koristiti izraz fenoli ili fenolni spojevi. Tijekom vinifikacije dolazi do
ekstrakcije fenola iz razli¢itih dijelova grozda u most (sok) i ne dolazi do njihove znacajne
izmjene tijekom alkoholne fermentacije. U vinu oni imaju vaznu ulogu u senzornim
svojstvima jer utjecu na gorc¢inu, boju i okus vina, a posebno su znac¢ajni u proizvodnji crnih
vina. Fenolni se sastav grozda pojedine sorte V. vinifera, ali i drugih vrsta iz roda Vitis moze
koristiti u kemotaksonomijske svrhe tj. za provjeru autentiCnosti grozda. Tako se npr.
prisutnost antocijanidin-3,5-O-diglukozida koristi za potvrdu da se ne radi o grozdu tj. vinu od
sorata V. vinifera.>* S obzirom na velik znagaj fenolnog sastava grozda za kvalitetu vina, i s
obzirom na ¢injenicu da fenolni sastav moze znacajno varirati kod iste sorte, postoje brojna
istrazivanja kojima se nastoji definirati ovisnost fenolnog sastava o razli¢itim okoliSnim
uvjetima, tehnologijama uzgoja, kao i postojanje unutar sortne varijabilnosti. Odredene
fenolne spojeve karakteriziraju brojne bioloske aktivnosti, odnosno imaju antioksidacijska,
antikancerogena, protuupalna, antimikrobna i kardioprotektivna svojstva pa se smatraju vrlo
korisnim za ljudsko zdravlje. Zbog navedenih svojstava vrlo se ¢esto dodaju u prehrambene i
kozmeticke proizvode. Pojedine sorte vinove loze sadrze izrazito velike sadrzaje pojedinih
fenola pa potencijalno mogu biti dobra sirovina za ekstrakciju fenola u komercijalne svrhe. U

ovu skupinu sorata mogu se ubrojiti i neke sorte nastale meduvrsnim krizanjima vinove loze s
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drugim vrstama roda Vitis, a posebice sorta 'Regent' koja uz antocijanidin-3-O-
monoglukozide sadrzi i antocijanidin-3,5-O-diglukozide pa je stoga prikladna i za izucavanje
fizikalno-kemijskih razlika izmedu navedenih oblika antocijanina. Ove sorte imaju otpornost
prema gljivicnim bolestima pa se u njihovom uzgoju koristi znatno manje sredstava za zastitu
bilja, §to njihovo grozde €ini vrlo vrijednom sirovinom za proizvodnju farmaceutskih i drugih
pripravaka, a i njihov uzgoj je ekonomski isplativiji.’

Postupak analize fenola iz razli¢itih biljnih matrica pa tako i iz koZica grozda vrlo je
slozen, a sastoji se od brojnih koraka kao §to su uzorkovanje, priprava uzoraka, ekstrakcija te
kvantitativna analiza. Svaki od ovih koraka znacajno utjece na konacni rezultat te ih je stoga
potrebno optimirati radi dobivanja §to to€nijeg i1 preciznijeg krajnjeg rezultata. Tijekom
postupka optimiranja ovih koraka neophodno je dobro poznavanje anatomije bobica grozda,
polozaja fenola unutar pojedinih tkiva kozice, ali i unutar samih stanica odredenog tkiva kao 1
kemijskog sastava stani¢nih stijenki. U razli¢itim se istrazivanjima vezanim uz fenolni sastav
grozda primjenjuju razlicite ekstrakcijske tehnike u kojima se koriste razli¢ite vrste otapala,
razli¢ito trajanje postupka ekstrakcije i drugo, pa se stoga s kvantitativne tocke gledista
dobiveni rezultati ne mogu medusobno usporedivati. Bez obzira $to postoji veliki broj
objavljenih radova koji se odnose na odredivanje sastava i sadrzaja fenola u kozicama bobica

grozda, danas ne postoji standardna ekstrakcijska metoda.®

1.1. Svrha rada

Na utvrdeni sadrzaj fenolnih spojeva grozda znacajno utjecu postupci priprave uzorka kao i
metoda ekstrakcije, pa je stoga nuzno njihovo optimiranje radi tocnosti i usporedivosti
rezultata znanstvenih istrazivanja te za bolju iskoristivost grozda kao sirovine za njihovo
dobivanje u komercijalne svrhe.

Cilj istrazivanja bio je:

1. Odrediti optimalne uvjete pohranjivanja, odmrzavanja i susenja uzoraka grozda pri
kojima je oCuvan najve¢i maseni udio 29 fenola (Tablica 1.1).

2. Razviti optimalne metode za ekstrakciju flavonoida iz koZzice crnog grozda pri cemu
su koriStene slijedece ekstrakcijske tehnike: ekstrakcija Cvrsto-tekuce, ultrazvukom
potpomognuta ekstrakcija, mikrovalovima potpomognuta ekstrakcija, rasprSenje matrice
uzorka kroz ¢vrstu fazu uz primjenu razlic¢itih komercijalno dostupnih Cvrstih faza te

enzimima potpomognuta ekstrakcija uz primjenu razli¢itih komercijalno dostupnih



enoloskih enzimskih pripravaka, a koje se mogu primijeniti u istrazivacke i komercijalne

svrhe.

3. Odrediti stabilnosti dobivenih ekstrakata u uvjetima poviSene temperature

zagrijavanjem u vodenoj kupelji te nakon primjene termosoniciranja.

Tablica 1.1. Spojevi analizirani u ovom radu

SPOJ

TUPAC nomenklatura

Cijanidin-3,5-O-diglukozid

[2-(3,4-dihidroksifenil)-5,7-dihidroksikromenilij-3,5-il]-bis-4-D-

glukopiranozid

Cijanidin-3-O-glukozid

[2-(3,4-dihidroksifenil)-5,7-dihidroksikromenilij-3-il]-f-D-

glukopiranozid
Delfinidin-3,5-O- [2-(3,4,5-trihidroksifenil)-5,7-dihidroksikromenilij-3,5-il]-bis-f-D-
diglukozid glukopiranozid
Delfinidin-3-O-glukozid [2-(3,4,5-trihidroksifenil)-5,7-dihidroksikromenilij-3-il]-5-D-
glukopiranozid
Epigalokatehin (2R,3R)-3,5,7-trihidroksi-2-(3,4,5-trihidroksifenil)kroman
Epikatehin (2R,3R)-3,5,7-trihidroksi-2-(3,4-dihidroksifenil )kroman

Fertarinska kiselina

(2R,3R)-2-[(E)-3-(4-hidroksi-3-metoksifeni)propenoiloksi)]-3-

hidroksibutan-dikiselina

Galna kiselina

3,4,5-trihidroksibenzojeva kiselina

Galokatehin

(2R,395)-2-(3,4,5-trihidroksifenil)-3,5,7-kromantriol

Izoramnetin-3-O-glukozid

[3,5,7-trihidroksi-2-(4-hidroksi-3-metoksifenil)-4 H-kromen-4-on-3-il]-
S-D-glukopiranozid

Kafeinska kiselina

(E)-3-(3,4-dihidroksifenil)propen-kiselina

Kaftarinska kiselina

(2R,3R)-2-[(E)-3-(3,4-dihidroksifenilpropenoiloksi)]-3-hidroksibutan-

dikiselina

Katehin

(2R,3S5)-3,5,7-trihidroksi-2-(3,4-dihidroksifenil )kroman

Kemferol-3-O-glukuronid

[3,5,7-trihidroksi-2-(4-hidroksifenil)-4 H-kromen-4-on-3-il]-f-D-

glukopiranozid

Kutarinska kiselina

(2R,3R)-2-[(E)-3-(4-hidroksifenilpropenoiloksi)]-3-hidroksibutan-

dikiselina

Kvercetin-3-0-glukozid

[5,7-trihidroksi-2-(4-hidroksifenil)-4 H-kromen-4-on-3-il]-5-D-

glukopiranozid




Tablica 1.1. Spojevi analizirani u ovom radu [Nastavak]

Kvercetin-3-O-glukuronid

[5,7-trihidroksi-2-(4-hidroksifenil)-4 H-kromen-4-on-3-il]-5-D-
glukuropiranozid

Malvidin-3,5-O-diglukozid

[2-(4-hidroksi-3,5-dimetoksifenil)-5,7-dihidroksikromenilij-3,5-il]-
bis-#-D-glukopiranozid

Malvidin-3-O-glukozid

[2-(4-hidroksi-3,5-dimetoksifenil)-5,7-dihidroksikromenilij-3-il]-f5-
D-glukopiranozid

Miricetin-3-0-glukozid

[3,5,7-trihidroksi-2-(3,4,5-trihidroksifenil )-4 H-kromen-4-on-3-il]-
[S-D-glukopiranozid

Peonidin-3,5-0O-diglukozid

[2-(4-hidroksi-3-metoksifenil)-5,7-dihidroksikromenilij-3,5-i1]-bis-
[S-D-glukopiranozid

Peonidin-3-0-glukozid

[2-(4-hidroksi-3-metoksifenil)-5,7-dihidroksikromenilij-3-il]-4-D-

glukopiranozid

p-Kumarinska kiselina

(E)-3-(4-hidroksifenil)propen-kiselina

Procijanidin B1

cis,trans"-4,8"-bi-(3,5,7-trihidroksi-2-(3,4-dihidroksifenil )kroman)

Procijanidin B2

cis,cis"-4,8"-bi(3,5,7-trihidroksi-2-(3,4-dihidroksifenil)kroman)

Prokatehinska kiselina

3,4-dihidroksibenzojeva kiselina

Rutin

[5,7-trihidroksi-2-(4-hidroksifenil)-4 H-kromen-4-on-3-il]-4-

rutinopiranozid

Sinapinska kiselina

(2E)-3-(4-hidroksi-3,5-dimetoksifenil )propen-kiselina

trans-Resveratrol-3-O-glukozid

[5-[(E)-2-(4-hidroksifenil)etenil Jrezorcin-3-il]-f-D-glukopiranozid
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2.1. Vinova loza

Vinova loza jedna je od najstarijih poljoprivrednih kultura i jedna od prvih domesticiranih
vo¢nih vrsta. Divlji predak vinove loze, Vitis sylvestris ili Sumska loza bio je rasprostranjen u
vrijeme pliocena na podrucju Europe, od Atlantskog oceana do Crnog mora, kao dio
vegetacije mediteranskih Suma. Brojni fosilni ostaci (Gruzija, Turska, zapadna Europa)
upucuju na to da su u vrijeme neolitika ljudi u svojoj prehrani koristili grozde. Kada je i gdje
po prvi puta ¢ovjek pocCeo uzgajati vinovu lozu i od nje proizvoditi vino, ne moze se sa
sigurnosc¢u tvrditi, no najstariji danas poznati dokazi upucuju na podrucje Transkavkazije (uz
istocne obale Crnog mora) i datiraju oko 5400 g. pr. n. e. Vrlo je vjerojatno da je loza
domesticirana neovisno na vise razli¢itih mjesta, no naj¢esce prihvacena hipoteza govori da se
kultura uzgoja vinove loze Sirila od istoka prema zapadu, najprije na podrucje Mezopotamije,
Sirije 1 Egipta (5500. g. pr. n. e. do 5000. g. pr. n. e.) te potom dalje po Mediteranu u glavne
civilizacije toga vremena (Feniciju, Grcku, Rimsko Carstvo, Etruriju, Kartagu) i njihove
kolonije. U Kini uzgoj grozda zapo€inje u 2. st. pr. n. e., a u Japanu 3200. g. pr. n. e. Pod
utjecajem Rimljana vinova se loza S§iri u razliite dijelove Europe pa i sjeverno sve do
Njemacke. Do kraja Rimskog Carstva, uzgoj ove biljne vrste uobicajen je u vec¢ini Europe
gdje se ona i danas uzgaja. U srednjem vijeku, Katolicka Crkva zamjenjuje Rimljane u Sirenju
uzgoja loze u nova podru¢ja. Sirenje islama na sjevernu Afriku te Spanjolsku ima vaznu ulogu
u rasprostranjivanju uzgoja stolnog grozda. U razdoblju renesanse (16. st.) dolazi do Sirenja
vinove loze u novo kolonizirana podrucja (zemlje Novog svijeta) gdje ona nije bila autohtona
vrsta.”

Danas se vinova loza uzgaja gotovo na svim kontinentima. Svjetska proizvodnja
grozda u 2012. g. iznosila je neSto visSe od 70 milijuna tona. Priblizno 58 % proizvedenog
grozda preraduje se u vino, 31 % konzumira u svjeZem stanju, dok se 11 % koristi za
proizvodnju grozdica, sokova, dzemova i dr. Uporaba grozda uvelike ovisi o prirodnim i
politi¢ko-religijskim osobitostima regije. U Europi i SAD-u vecina se grozda preraduje u vino
dok na uporabu grozda u svjeZzem obliku otpada svega 12 %. U islamskim zemljama vecina se
grozda konzumira u svjeZzem stanju ili preraduje u grozdice. Primarna podrucja uzgoja
smjestena su izmedu 30 °N 1 50 °N te izmedu 30 °S i 50 °S. Proizvodnju grozda moguce je
prosiriti i u hladnija, toplija te vlaznija podrucja pri ¢emu je potrebno primijeniti odredene
agrotehnitke mjere koje nadoknaduju optimalne uvjete uzgoja.'

Vinova se loza ubraja u porodicu lozica (Vitacea). Rod loza (Vitis) sastoji se od 70

vrsta, a moze se podijeliti u dva podroda Muscadinia 1 Euvitis koji se razlikuju po



morfoloSkim 1 anatomskim karakteristikama te po broju kromosoma (Muscadinia 2n=40,
Euvitis 2n=38). Vrste podroda Euvitis najznacajnije su za vinogradarstvo (Slika 2.1). Vrsta V.

vinifera sadrzi 5000 do 10 000 sorata od kojih se svega oko 2000 koristi u komercijalnom

.8
uzgoju.
EUVITIS
Sjevernoamericka Istoénoazijska .
Euroazijska
Vitis labrusca Vitis amurensis
Vitis aestivalis Vitis arnata Vitis vinifera
Vitis riparia

Vitis berlandieri
Vitis cinerea
Vitis rupestris

Slika 2.1. Podjela vrsta podroda Euvitis prema zemljopisnoj pripadnosti

Vecina sorata vinove loze koje se danas uzgajaju nastale su spontanim krizanjem, no
ima 1 onih koje su stvorene utjecajem covjeka, odnosno odgovaraju¢im oplemenjivackim
postupcima. Kod stvaranja novih sorata postavljaju se razliCiti oplemenjivacki ciljevi
(rodnost, kakvoc¢a grozda, dob dozrijevanja i dr.), a u novije vrijeme veliki se trud ulaze u
stvaranje sorata tolerantnih na bolesti (plamenjaca, pepelnica) i Stetnike (filoksera). Naime,
sredinom 19. st. Dolazi do Sirenja trsnog usenca-filoksere (Daktulospheria vitifoliae Fitch) i
bolesti kao Sto su plamenjaca (Plasompara viticola Berl.) te pepelnica (Uncinula necator
Burr), koje su posljedica uvoza sadnog materijala iz Sjeverne Amerike u Europu. Vinova loza
nije u tijeku evolucije bila u kontaktu s ovim patogenima te je na njih bila potpuno neotporna.
Zbog toga dolazi do uniStavanja brojnih europskih vinograda, a ti se dogadaji smatraju
pocetkom modernog oplemenjivanja vinove loze. Brojne vrste roda Vitis posjeduju otpornost
prema pepelinici (V. riparia, V. aestivalis, V. cinerea, M. rotundofolia), plamenjaci (V.
riparia, V. rupestris, V. aestivalis, V. labrusca, V. amurensis, M. rotundofolia), crnoj plijesni i
filokseri (V. riparia, M. rotundofolia, V. cinerea, V. rupestris) te se stoga koriste prilikom
krizanja sa sortama V. vinifera da bi nastali meduvrsni krizanci s odredenim stupnjem
otpornosti prema navedenim bolestima. Danas su u Europi aktivni brojni programi
oplemenjivanja, a jedan od njih je i onaj u Njemackoj u sklopu kojega su nastale brojne
kvalitetne sorte grozda koje se koriste u komercijalnom uzgoju. Od tih sorata svakako je

potrebno istaknuti 'Regent' i 'Sirius'.”"'’
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2.1.1. Anatomska grada bobice grozda
Biljna stanica sadrzi brojne organele: jezgru, endoplazmatski retikul (ER), mitohondrij,
plastide, ribosome, Golgijev kompleks i stani¢ne vakuole, a obavijena je plazma membranom
koju okruzuje stani¢na stijenka (Slika 2.2). Organele dijele stanicu na razliite odjeljke, a
svaki odjeljak ima posebnu funkciju u metabolizmu.

Najveca je organela vakuola koja zauzima priblizno 80 % ukupnog volumena stanice.
Vakuole su obavijene tonoplastom, bioloSkom membranom, koja odvaja lumen vakuole od
citosola. Ove organele glavni su spremnik u stanicama bobica grozda za Secere, organske
kiseline, aromatske spojeve, fenole, ione 1 vodu. U stanicama razli¢itih tkiva bobice grozda
postoji viSe vrsta vakuola, liticke vakuole, vakuole za pohranu proteina, taninske, lipidne te
fenolne vakuole. Fenolne su vakuole specijalizirane organele, a karakterizira ih velika
kolicina fenola i neobic¢no kiselo okruzenje te velika viskoznost stani¢nog soka. Vecina fenola
nakuplja se u glikoziliranim oblicima Sto povecava njihovu topljivost, olakSava prijenos te
povecava sposobnost pohranjivanja. U vakuolama su sadrzane sferne pigmentirane inkluzije,
antocijaninske vakuolarne inkluzije (engl. Anthocyanic Vacuolar Inclusion, AVI) koje se
ponekad nazivaju i antocijanoplasti, a povezane su s tonoplastima te su glavno mjesto za

pohranu antocijanina u stanicama bobica grozda.'"'?

Glatki ER
Golgijev
aparat Jezgra
Citoskelet
Hrapavi ER
Citolpazma ‘7;({'—‘ = e .
Kloroplast [f@ = ? \ Ribosom
q -
\ ) ; 7 Mitohondrij
,W;J & // j
Peroksisom TN .
\%‘ = = g ; y Plazma membrana
J o — ﬁ ™ Stanicna stijenka
Vakuoly Plazmodezma
Tonoplast

Slika 2.2. Grada biljne stanice

Stani¢na stijenka neziva je slozena makromolekularna struktura koja S§titi zivi dio
stanice (protoplast) te biljnoj stanici daje ¢vrstocu 1 oblik, a s kemijskog gledista definira se
kao netopljiva tvar koja preostaje nakon lize biljnog tkiva ili stanica, a koje je potom izloZeno
djelovanju razli¢itih pufera, organskih otapala ili enzima. S obzirom na stupanj histoloSke

diferencijacije stanica, razlikuju se sredi$nja lamela, primarna te sekundarna stani¢na stijenka.
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Stanice kozice grozda sadrze samo srediSnju lamelu i primarnu stani¢nu stijenku ,tip I
SrediSnja lamela medusobno povezuje susjedne stanice, a gradena je od pektina i malih
proteina. Primarna je stanicna stijenka deblja od sredi$nje lamele, a gradena je od polisaharida
(do 90 %), strukturnih proteina (2 % do 10 %), fenola (do 2 %), minerala i enzima (1 % do

5 %) (Slika 2.3). Celuloza, hemiceluloze i pektini glavni su polisaharidi stani¢ne stijenke.

Slika 2.3. Shematski prikaz grade primarne stani¢ne stijenke. A-celuloza, B-hemiceluloza, C-

proteini, D-pektin, E-fenoli

Opcenito se primarna stijenka sastoji od tri neovisne domene koje medudjeluju:
okosnice celuloza-ksiloglukan, pektinskog matriksa te strukturnih proteina. Celuloza je
linearni polimer sacinjen od jedinica D-glukoze medusobno povezanih f-1-4-glikozidnim
vezama. Lanac celuloze moze sadrzavati 2000 do 25 000 jedinica D-glukoze. Priblizno 36
lanaca celuloze medusobno je povezano vodikovim vezama te ¢ini kristalnu strukturu,
nepropusnu za vodu, koja se naziva mikrofibril. UmrezZavanje mikrofibrila celuloze odvija se
posredstvom hemiceluloza preko medumolekulskih vodikovih veza, a pri ¢emu nastaje
okosnica celuloza-ksiloglukan koja je uronjena u pektinski matriks. Hemiceluloze su
polisaharidi stanic¢nih stijenki koji su strukturni homolozi celuloze s okosnicom izgradenom
od f-1,4-vezanih jedinica D-piranoza kao $to su D-glukoza, D-manoza i D-ksiloza, a u kojima
se atom O-4 nalazi u ekvatorijalnom polozaju. Najzastupljeniji polimeri ove skupine su
ksiloglukani, dok su u manjem obimu zastupljeni i ksilani te manani. Okosnicu ksiloglukana
¢ine jedinice D-glukoze medusobno povezane f-1-4-glikozidnim vezama. Na priblizno 75 %
jedinica okosnice vezane su jedinice D-ksiloze koje izgraduju bocne lance. Ove jedinice
podlijezu daljnjem grananju dodatkom D-galaktoze, L-arabinoze te L-fukoze. Manani sadrze
glavni lanac izgraden od f-1,4-vezanih jedinica D-manoze na koje moze biti vezana

D-galaktoza. Glavni je lanac ksilana izgraden od vezanih jedinica D-ksiloze na koje mogu biti
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vezani ostaci 4-O-metilglukuronske kiseline. Vec¢ina hidroksilnih skupina D-ksiloza
supstituirana je acetilnim skupinama. Pektini su polisaharidi koji sadrze D-galakturonsku
kiselinu. Pektinski polisaharidi sadrze slijedece strukturne skupine: homogalakturonan (HG),
ramnogalakturonan I (RG-I), ramnogalakturonan II (RG-II), ksilogalakturonan (XGA),
arabinogalaktan I (AG-I) te arabinogalaktan II (AG-II) (Slika 2.4). Homogalakturonan je
polimer o-1,4-vezanih jedinica D-galakturonske kiseline, a na njega otpada vise od 60 %
ukupne mase pektina primarne stanicne stijenke. Vrlo cesto dolazi do esterifikacije
karboksilnih skupina D-galakturonske kiseline metilnom skupinom. Stupanj esterifikacije HG
ima veliki utjecaj na njegovu sposobnost tvorbe gela koji kontrolira poroznost stani¢ne
stijenke te ujedno doprinosi njezinoj C¢vrstoci 1 medustani¢noj adheziji. Nemetilirane
karboksilne skupine jedinica D-galakturonske kiseline negativno su nabijene te se mogu
vezati s kalcijevim ionima $to dovodi do umreZavanja i nastajanja gela. Molekule RG-II
produZzeci su glavnog lanca HG duzine 7 do 9 jedinica. Struktura RG-II vrlo je slozena te
sadrzi 12 razlicitih vrsta glikozilnih jedinica medu kojima su 1 vrlo neobicni Seceri kao $to su
2-keto-2-deoksi-D-liksoheptulozarinska kiselina (D-Dha) 1 2-keto-2-deoksi-D-
manooktalurozinska kiselina (D-Kdo). Medusobnim povezivanjem dviju molekula RG-II
preko boratne diesterske veze nastaju dimeri ramnogalakturonana II. Glavni lanac molekule
RG-I izgraden je od ponavljajuc¢ih a-1,4-vezanih jedinica D-galakturonske kiseline i a-1,2-
vezanih jedinica L-ramnozilgalakturonske kiseline. Na 20 % do 80 % jedinica
L-ramnozilgalakturonske kiseline vezani su boc¢ni lanci koji sadrze jedinice L-arabinoze i
D-galaktoze koje takoder mogu tvoriti bocne lance s drugim Secernim jedinicama.
Arabinogalaktan I izgraden je od okosnice koju sacinjavaju jedinice D-galaktoze povezane
[-1-4-glikozidnim vezama na ¢ijem atomu O-3 mogu biti vezane jedinice L-arabinoze.
Okosnicu AG-II ¢ine jedinice D-galaktoze povezane f-1-4-glikozidnim vezama. Na okosnicu
vrlo su &esto vezani bo¢ni lanci izgradeni od L-arabinoze i D-galaktoze."* ™"

Stani¢na stijenka u koZicama bobica grozda ¢ini priblizno 15 % ukupne mase suhe
kozice. Polisaharidi najzastupljenije su sastavnice stani¢ne stijenke kozice s udjelom od
priblizno 50 %. Neutralni polisaharidi (celuloza, ksiloglukani, galaktani, manani i ksilani)
¢ine priblizno 30 % dok kiseli pektini ¢ine 20 % ukupne mase stani¢ne stijenke. Preostali dio
stijenke izgraduju netopljivi procijanidini (15 %), strukturni proteini (5 %) te enzimi 1 ostali
fenoli. Celuloza je najzastupljeniji polisaharid stani¢ne stijenke kozice bobice grozda i1 ¢ini

50 % mase ukupnih polisaharida. U nesto manjem udjelu zastupljeni su ksiloglukani (7 % do
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9 %), manani (5 % do 6 %) te arabinogalaktani (4 % do 6 %). Pektinski je matriks izgraden od
do 80 % HG, 15 % RG-I, 5 % RG-II te AG-IL.'*

Ramnogalakturonan II Homogalakturonan Ksilogalakturonan Ramnogalakturonan I

O = D-Galakturonska kiselina oo L-Arabinoza [ ] =D-Apioza 6 = 0-Acetil
O =1-Ramnoza O - D-Galaktoza © - L-Fukoza ? O-Metil
@ - D-Glukonska kiselina @ =L-Octenakiselina @ =D Ksiloza = Borat
® = Kdo @ = D.Dha ©  L-Galaktoza

Slika 2.4. Shematski prikaz pektina primarne stani¢ne stijenke

Nakon oplodnje iz plodnice razvija se bobica, plod vinove loze, koja je smjeStena na
prosirenju peteljCice koje se naziva jastuci¢. Provodni snopovi u bobicu ulaze iz peteljCice, a
funkcija im je ishrana bobice. Cetkica je dio petelj¢ice na kojemu ostaju prekinuti provodni
snopovi nakon otkidanja bobice. Bobicu grozda Cine sjemenka i perikarp (Slika 2.5). Odnos
pojedinih sastavnica bobice u ukupnoj masi ovisi o brojnim faktorima i njihovim slozenim
medudjelovanjima, a od kojih su najvazniji genotip, okolidni uvjeti te na¢in uzgoja.”'

Periferna mreza

PERIKARP

provodnih snopova
Egzokarp (koZica)

4 Lokula
- Vanjska epiderma Septum

- Unutarnja hipoderma
Mezokarp (meso)
%4
- Vanjski mezokarp
- Unutarnji mezoarp

SIEMENKA

Endosperm
Integument
Embrio

ovularni |
Aksijalni | PROVODNI SNOPOVI

Periferni |

Cetkica

P
[Aft'i‘\fr?\?’ = Jastugi¢
s\ 84 Cvjetiste
Peteljka {!a 1
[ B—ljl -8
dor—

Slika 2.5. Glavne sastavnice bobice grozda
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2.1.1.1. Perikarp

Perikarp (usplode) sacinjavaju tri anatomski razlicita tkiva egzokarp (kozica), mezokarp i
endokarp. Egzokarp se sastoji od vanjske epiderme prekrivene kutikulom i voskom te vanjske
hipoderme. KoZica grozda €ini 5 % do 18 % svjeZe mase bobice grozda. S dozrijevanjem
bobice, kozica se lakSe odvaja od parenhima jer stani¢ne stijenke vanjskog mezokarpa,
smjestenog ispod hipoderme podlijezu procesu djelomicne razgradnje. Stanice epiderme zrele
bobice grozda promjera su od 6,5 um do 10 um, a sadrze leukoplaste, ER, Golgijev aparat,
mitohondrije te sferosome bogate lipidima. Vanjska se hipoderma nalazi ispod vanjske
epiderme, a sastoji se od nekoliko slojeva stanica. Ove su stanice kolenhimske, viSe-manje
izduzene u smjeru osi bobice te imaju debele primarne stani¢ne stijenke. Broj slojeva stanica
ovoga tkiva ovisi o samoj sorti te ih moze biti do 17. Debljina je ovoga sloja u rasponu od
107 um do 246 um. Stanice vanjske hipoderme sadrze plastide (amiloplaste, kloroplaste i
leukoplaste). Vakuole odredenih stanica ovog tkiva sadrze snopice kristalicnih rafida
izgradenih od kalcijevog tartarata. Smatra se da kutikula nastaje izlu€ivanjem monomernih
lipida kroz stani¢ne stijenke vanjske epiderme, a na povrsini dolazi do njihove oksidacije i
enzimskih reakcija. Kutikula se izgraduje srastanjem iznutra, a safinjena je od vanjskog sloja,
kutikularne lamele (obi¢no ne sadrzi celulozu, a sastoji se od odvojenih lamela kutina i
voska), unutarnjeg sloja, pektinske lamele te srediSnjeg sloja, mrezastog podrucja izgradenog
od kutina i1 voska odvojenih vlaknima celuloze. Kutin, strukturna sastavnica kutikule, lipidni
je poliester, obicno ne topljiv u vodi, elastiCan i1 otporan na termicku razgradnju. Kutikula
sprjeCava curenje topljivih sastavnica iz stanica smjeStenih ispod njezine povrSine. Osim
kutina, kutikule mogu sadrzavati i vosak izgraden uglavnom od triterpena i oleinske kiseline
te malu koli¢inu spojeva koji sadrze dusik i fosfor.”**

Mezokarp se jo$ naziva i mesnati dio bobice, a dijeli se na pulpu (mekana ¢vrsta
sastavnica) 1 sok (tekuéa sastavnica). Ovo tkivo izgraduje priblizno 25 do 30 slojeva
parenhimskih stanica bogatih vakuolama. Stanice ovoga tkiva smjeStene su izmedu slojeva
vanjske hipoderme i slojeva endokarpa. Tkivo koje se nalazi izvan perifernih provodnih
snopova perikarpa naziva se vanjski mezokarp, dok se tkivo smjeSteno unutar ovih snopova
naziva unutarnji mezokarp. U zreloj bobici grozda mezokarp zauzima priblizno 64 %
ukupnog volumena bobice.”

Endokarp je najdublji sloj perikarpa, a okruzuje lokule te se ponekad smatra i dijelom
mezokarpa. Sadrzi dva razliCita sloja stanica, unutarnje stanice epiderme te unutarnje stanice

hipoderme.*
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2.1.1.2. Sjemenka

Iz oplodenih jajnih stanica razvijaju se sjemenke. Bobica grozda moze imati do cetiri
sjemenke, ali najcesce sadrzi manje. Zrela je sjemenka kruskolikog oblika, a u vanjskog gradi
razlikuju se tijelo 1 kljun. Tijelo je tamnije obojeno od kljuna jer je prekriveno mekom masom
debljom u odnosu na onu koja prekriva kljun. Sjemenka bobice grozda izgradena je od tri
osnovna tkiva: sjemene ljuske (teste), endosperma i embrija. Sjemena je ljuska izgradena od
vanjskog i unutarnjeg integumentra te od nekoliko razli¢itih slojeva stanica koje mogu

sadrzavati inkluzije kao $to su kamencice (sklereide) i kristale npr. kalcijevog oksalata.**

2.2.2. Faze rasta i razvoja bobice grozda
Rast bobice ima oblik dvostruke sigmoidne krivulje s dva perioda brzog rasta i razvoja (faza I
1 faza III) koji su odvojeni periodom usporenog rasta (faza II ili lag faza). Tijekom faze I
oplodene jajne stanice podlijeZzu nizu mitotickih dioba i Sirenju stanica ¢ime nastaje perikarpa
bobice grozda. Dioba stanica prestaje 3 tjedna nakon oplodnje. Tijekom ove faze dolazi i do
Sirenja integumenta, jezgre, endosperma i embrija sjemenki. Ovaj period traje 40 do 60 dana,
a tijekom kojeg dolazi do povecanja mase bobice za 250 %. Stanice se epiderme, hipoderme 1
mezokarpa povecaju za 15 %, 33 % odnosno 159 %. Stanice se mezokarpa Sire u
tangencijalnom i radijalnom smjeru dok se stanice hipoderme i epiderme Sire iskljucivo u
tangencijalnom smjeru. Tijekom ove faze dolazi do zadebljanja i produzavanja stanicne
stijenke Sto je praceno 1 povecanjem sinteze nekih pektina kao Sto su galaktan i
arabinogalaktani.”>*>?’

Fazu II koja traje 7 do 40 dana karakteriziraju usporen rast perikarpa i dozrijevanje
sjemenki. U ovoj fazi dolazi do znacajnog nakupljanja organskih kiselina te one dosezu svoje
maksimalne koncentracije.”

U vrijeme Sare, koja se javlja poc¢etkom faze III, dolazi do brojnih znacajnih promjena
u metabolizmu, a koje ukljuc¢uju nakupljanje Secera, mekSanje bobica, sintezu antocijanina,
metabolizam organskih kiselina te nakupljanje aromatskih spojeva. Te su promjene uskladene
unutar svake pojedine bobice, pa stoga pojedine bobice ¢ak i one na istom grozdu ne
dozrijevaju sinkronizirano §to dovodi do znacajnih razlika izmedu bobica u trenutku berbe. U
ovom periodu dolazi do povecanja mase bobice za 40 %. Stanice mezokarpa povecaju se u
tangencijalnom i radijalnom smjeru za priblizno 30 %, dok im se povrSina poveca za 63 %.
Stanice hipoderme i epiderme slijede slican obrazac povecanja te dobivaju ili gube na veli¢ini
obrnuto u usporedbi s onima mezokarpa. U ovoj fazi dolazi i do znacajnih promjena u sastavu

stani¢nih stijenki. MekSanje bobica grozda povezano je sa smanjenjem sadrzaja D-galaktoze,
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a Sto za posljedicu ima smanjenje koli¢ine galaktana i arabinogalaktana I u stani¢nim
stijenkama. Isto tako u ovom periodu dolazi do =znafajnog smanjenja metilacije

D-galakturonske kiseline. Ova faza traje 35 do 55 dana.”*>*

2.2. Fenoli u grozdu

Za razliku od osnovnog (primarnog) metabolizma koji se odnosi na anabolicke i katabolicke
procese potrebne za zivot stanice i1 proliferaciju, sekundarni metabolizam ukljucuje spojeve
sadrzane u posebnim stanicama koji nisu izravno ukljuceni u fotosintezu ili disanje, ali su
neophodni da bi biljka prezivjela u svojoj okolini. Biljke sintetiziraju veliki broj sekundarnih
metabolita, koji se s obzirom na biosinteticke putove i strukturne osobitosti mogu podijeliti u
nekoliko skupina. Fenolni su spojevi najrasireniji sekundarni metaboliti u biljnom carstvu, a
procjenjuje se da priblizno 2 % ugljika asimiliranog tijekom fotosinteze biljka prevodi u
fenolne spojeve. Do danas, identificirano je vise od 8000 razlicitih biljnih fenolnih spojeva. U
biljkama oni imaju ulogu u rastu, oplodnji i razmnoZavanju te sudjeluju u razli¢itim
obrambenim reakcijama da bi istu zastitili od abiotiCkog stresa kao Sto je UV zracenje,
nedostatak vode itd. ili biotickog stresa kao Sto su napadi patogena ili predatora. Da bi
ostvarili svoju funkciju, ovi se spojevi nakupljaju u posebnim tkivima ili vrstama stanica.
Sekundarni metaboliti se obi¢no prenose iz stanica u kojima su sintetizirani u susjedne stanice
ili u druga tkiva ili organe. Oni se obi¢no nalaze u vakuolama stanica epiderme. Zbog svoje
izrazito sloZzene grade, fenoli su podijeljeni u brojne skupine 1 podskupine, a podjela se temelji
na broju sadrzanih fenolnih prstenova te na temelju strukturnih elemenata koji medusobno

povezuju te prstenove (Tablica 2.1).%

Tablica 2.1. Podjela fenola na skupine i podskupine

OSNOVNA STRUKTURA SKUPINA
Cs Jednostavni fenoli, benzokinoni
Cs—C, Hidroksibenzojeve kiseline
Cs—C, Feniloctene kiseline
Ce—Cs Hidroksicimetne kiseline, fenilpropeni, kumarini, kromeni
C¢—Cy Naftokinoni
Ce—C1—Cs Ksantoni
C¢—Cr—Cq Stilbeni, antrakinoni
C=Cs—Cy FLAVONOI.]'DI:'ﬂ'avoni, ﬂayonoli, ﬂavan.onoli, ﬂayanoni,
antocijanini, flavanoli (flavan-3-oli), ¢alkoni
(Cs—C3)n Lignini
(Cs—C3—Cq¢)n Kondenzirani tanini
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Bobice grozda sadrze veliki broj razli¢itih sekundarnih metabolita, a medu
najzastupljenijima su fenolni spojevi. Sastav i sadrzaj ovih spojeva bobice grozda uvelike
ovisi o genotipu vinove loze, okolisSnim uvjetima te uvjetima samog uzgoja. U bobici grozda
sintetiziraju se fenolne kiseline (hidroksicimetne i hidroksibenzojeve kiseline), stilbeni te
flavonoidi (antocijanini, flavonoli i flavan-3-oli). Ovi su spojevi sadrzani kako u sjemenkama
tako 1 u perikarpu bobice, ali se njihova razdioba u pojedinim tkivima znacajno razlikuje
(Slika 2.6). Vecina fenola kozice grozda sadrzana je u stanicama hipoderme i epiderme, a
njihov polozaj u ovim tkivima ovisi o njihovoj strukturi, pa tako mogu biti vezani na stani¢nu
stijenku (fenolne kiseline 1 flavan-3-oli), nalaziti se u vakuolama i citoplazmi (fenolne

kiseline, antocijanini, flavonoli te monomeri i dimeri flavan-3-ola) kao i biti udruzeni s

. 30,31
jezgrom.”
__KUT]KL'LA PERIFERNA
1 \, MREZA SNOPOVA
PERIKARP (USPLODE) =
EGZOKARP
(KOZICA)
Antocijanini

malvidin, peonidin, delfinidin, cijanidin
Flavonoli

glikozidi kvercetina, kemferola, miricetina
Flavan-3-oli

katehin, epikatehin, procfjanidini B1, B2

7 SIEMENKA

& Flavan-3-oli

ENDOSPERM katehin, epikatehin, procijanidini B1, B2
T oligomeri i polimeri (tanini

Stilbeni SJEMENA | “Eometip e

resveratrol, pikeid o LJUSKA Stilbeni

Hidroksibenzojeve kiseline § : _ | EMBRIO resveratrol, pikeid

galna, siringinska A Hidroksil jeve kiseli

Hidroksicimetne Kiseline galna, siringinska

kaftarinska, kafeinska, kutarinska, Hidroksicimetne Kiseline

fertarinslea kaftarinska, kafeinska, kutarinska,

fertarinska

MEZOKARP
(MESO ILI PULPA)

\
Flavan-3-oli
katehin, epikatehin, procijanidini B1, B2
Hidroksicimetne kiseline
kaftarinska, kafeinska, kutarinska,
fertarinska

PETELJKA

Slika 2.6. Razdioba fenola u razli¢itim tkivima bobice grozda

2.2.1. Fenolne kiseline
Hidroksibenzojeve kiseline su C¢—C,; aromatske karboksilne kiseline koje su pretece brojnih
drugih spojeva vaznih za rast i1 razvoj biljaka. U grozdu je sadrzano nekoliko
hidroksibenzojevih kiselina: galna, gentizinska, prokatehinska, salicilna, siringinska,
p-hidroksibenzojeva te vanilinska kiselina, a Cije se strukture razlikuje s obzirom na broj i

polozaj hidroksilnih i metoksilnih skupina na benzenskom prstenu (Slika 2.7). Ove su kiseline
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obi¢no zastupljene u konjugiranim oblicima kao esteri ili glikozidi premda se mogu nalaziti i
u slobodnom obliku. Vanilinska, siringinska, prokatehinska te p-hidroksibenzojeva kiselina
sastavnice su lignina. U najve¢im koli¢inama sadrZane su u sjemenkama bobica grozda, ali se
u slobodnim oblicima mogu naci i u kozicama. Od navedenih kiselina, galna je kiselina

najzastupljenija s masenim udjelom u rasponu od 2 mg kg’ svjezih bobica pa sve do

13 mg kg™ svjezih bobica. Ona vrlo &esto tvori estere s flavan-3-olima.**

COOH
Galna kiselina R; = H; R, = R; =R, = OH
R1 Gentizinska kiselina R; = OH; R, = R; = H; R, = OH
p-Hidroksibenzojeva kiselina R; =R, = H; R; = OH; R,=H
Prokatehinska kiselina R; = H; R, = OCHj3; R; = R4 = OCH;

R4 R> Salicilna kiselina R, = OH; R, =R;=R,=H
R Siringinska kiselina R; = H; R, = OCHj3; R3;=0H; Ry = OCH;
3 Vanilinska kiselina R; = H; R, = OCH;; R;=0OH; R,=H

Slika 2.7. Strukturne formule hidroksibenzojevih kiselina

Hidroksicimetne kiseline imaju osnovnu strukturu s jedinicom C¢—Cs koja sadrzi
dvostruku vezu na bo¢nom lancu, a koja moze biti u trans 1 cis konfiguraciji. U grozdu su
zastupljeniji trans-izomeri. Ove se kiseline medusobno razlikuju po broju 1 vrsti supstituenata
vezanih na benzenski prsten. Najzastupljenije su kiseline p-kumarinska, kafeinska, ferulinska
te sinapinska kiselina, a one mogu biti sadrzane kao slobodne karboksilne kiseline ili kao
esteri nastali povezivanjem s vinskom kiselinom, flavonoidima ili ugljikohidratima. Esteri
kafeinske, p-kumarinske te ferulinske kiseline s vinskom kiselinom nazivaju se kaftarinska,

p-kutarinska odnosno fertarinska kiselina (Slika 2.8).

o Kafeinska kiselina R; = OH; R,=R;=H
R, \ Kaftarinska kiselina R; = OH; R, = H; R; = C4;HsO¢ (tartarat)
OR3 p-Kumarinska kiselina R; =R, =R; =H
p-Kutarinska kiselina R; = OH =R, =H; R; = C;H505
HO Ferulinska kiselina R; =OCH; ; R,=R;=H
Fertarinska kiselina R; = OCHj; ; R,=H; R; = C4H50¢
R, Sinapinska kiselina R; = R, =0OCH;; R; =H

Slika 2.8. Strukturne formule hidroksicimetnih kiselina

Hidroksicimetne kiseline nalaze se u svim tkivima bobice grozda, a posebice u vakuolama
stanica perikarpa. Kaftarinska je kiselina najzastupljenija hidroksicimetna kiselina u grozdu, a

slijede ju p-kutarinska, kafeinska te p-kumarinska kiselina. Njihov ukupni maseni udio
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uvelike ovise o sorti grozda te uvjetima uzgoja vinove loze, a prosjeCna mu je vrijednost
150 mg kg’ svjezih bobica. Ova skupina spojeva ulazi u strukturu staniénih stijenki
povezivanjem s polisaharidima, naj¢eS¢e pektinima. Oksidacijskim povezivanjem
hidroksicimetnih kiselina nastaju dimeri koji dovode do umreZavanja polisaharida stani¢ne
stijenke, a Sto za posljedicu ima povecavanje CvrstoCe stijenke 1 ograniCavanje njezine
biorazgradnje djelovanjem mikroorganizama.*

Tijekom rasta i razvoja bobice grozda, od oplodnje pa do pune zrelosti, dolazi do
promjene u masenom udjelu hidroksicimetnih kiselina. Tijekom faza I 1 II pa sve do Sare,
maseni se udio ovih spojeva povecava, a tijekom Sare doseze maksimalnu vrijednost. Tijekom

v . . . . . .. 33
faze 111, od Sare pa do pune zrelosti, maseni udio im se znacajno smanjuje.

2.2.2. Stilbeni
Stilbeni su vrlo znacajna skupina polifenolnih spojeva za rast i razvoj bobice jer ju Stite od
razli¢itih biotickih 1 abioti¢kih utjecaja. U svojoj osnovnoj strukturi sadrze 1,2-difeniletilen
(C6—Cy—Cg). Najjednostavniji stilben je tranms-resveratrol, koji posjeduje antimikrobnu
aktivnost te je ishodni stilben koji se razli¢itim modifikacijama prevodi u druge spojeve.
Manje stabilni izomer trans-resveratrola je cis-resveratrol, a manja je stabilnost posljedica
sterickih smetnji izmedu aromatskih prstenova. Jedna od mogu¢ih modifikacija je i
glikozilacija koja je pogodno sredstvo za pohranu, prijenos, promjene antimikoticke
aktivnosti kao i za zaStitu od oksidacijske razgradnje. Glikozilirani derivati resveratrola su
trans- 1 cis-resveratrol-3-O-f-D-glukopiranozidi te astringin, 3'-hidroksilirani derivat trans-
resveratrol-3-O--D-glukopiranozida. Osim glikozilacije, vrlo ¢esto dolazi i do metilacije.
Pterostilben (3,5-dimetoksi-4'-hidroksistilben) dimetilirani je derivat trans-resveratrola s
pojacanom antimikotickom aktivno$¢u u odnosu na trans-resveratrol. Oligomerizacijom
stilbenske se jedinice prevode u slozenije spojeve. Oksidacijskim povezivanjem
trans-resveratrola i njegovih derivata nastaju brojni dimeri, trimeri i tetrameri, a najznacajnija
skupina ovakvih oligomera sadrzana u grozdu su viniferini koji nastaju oksidacijom osnovne
jedinice stilbena djelovanjem enzima 4-hidroksistilben peroksidaze. U grozdu, najzastupljeniji
su a-viniferin (ciklicki dehidrotrimer resveratrola), A-viniferin (ciklicki dehidrotetramer
resveratrola), j~viniferin (oligomer resveratrola veceg stupnja polimerizacije), J&viniferin
(izomer dehidrodimera resveratrola) te &viniferin (ciklicki dehidrodimer resveratrola).
Do sinteze &viniferin dolazi u bobicama grozda zarazenim sivom plijesni, a njegovu sintezu

moze potaknuti i zaraza plamenjacom te izloZenost UV zracenju. Uz ve¢ navedene stilbene, u
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grozdu identificirani su 1 astringinin (¢rans-3,3',4,5'-tetrahidrostilben) 1 njegov glukozid
astrigin te palidol (zrans-resveratrol dimer).** Na slici 2.9 prikazane su strukturne formule
najzastupljenijih stilbena u kozicama bobice grozda.

Premda je opcée prihvaceno da je sinteza stilbena u kozici bobice grozda najcesce
potaknuta biotickim i abiotickim stresom, postoje dokazi da do sinteze ovih spojeva dolazi i u
zdravom grozdu. S obzirom na ukupni maseni udio stilbena, sorte se vinove loze mogu
podijelite u dvije skupine. Prvu skupinu ¢ine sorte koje sadrze velike masene udjele stilbena
(1,2 mg kg ™' svjezih bobica do 22,5 mg kg ™' svjezih bobica), dok drugu skupinu &ine one koje
sadrze znaGajno manje masene udjele (0,03 mg kg™ svjezih bobica do 1,7 mg kg™' svjezih
bobica). Promjene masenih udjela stilbena tijekom rasta i razvoja uvelike ovise o samoj sorti
te okoliSnim uvjetima kao i o uvjetima uzgoja, tako se maseni udio moze smanjivati u
Citavom periodu rasta i razvoja, od faze zelene bobice pa do pune zrelosti, te u trenutku
zrelosti dose¢i vrijednost blizu nule. Isto tako prema nekim istrazivanjima maseni udio
stilbena moze se povecavati od Sare do pune zrelosti kada doseze maksimalnu vrijednost.
Zdrave bobice grozda sadrze znacajno vece masene udjele glikoziliranih oblika resveratrola u
odnosu na slobodni oblik, Sto ide u prilog tezi da je glikozilarni oblik resveratrola njegov

skladi$ni oblik te da se on prevodi u slobodni oblik kad dolazi do zaraze patogenima.*
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Slika 2.9. Strukturne formule nekih stilbena: (1) Zi E-astringin, (2) Z i E-resveratrol-3-O-3-D-
glukopiranozid, (3) pterostilben, (4) astringinin, (5) palidol, (6) trans-resveratrol, (7) cis-resveratrol,
(8) Z1 E-g-viniferin, (9) Z 1 E-&~viniferin
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2.2.3. Flavonoidi
Flavonoidi su polifenolni spojevi ¢iju osnovnu strukturu ¢ini difenilpropanska jedinica
(C6—C3—C¢) u kojoj su dva hidroksilirana benzenska prstena, A 1 B, medusobno povezana

lancem izgradenim od tri atoma ugljika, a koji je dio heterociklickog prstena C (Slika 2.10).

Slika 2.10. Osnovna struktura flavonoida

S obzirom na oksidacijsko stanje prstena C, flavonoidi grozda mogu se podijeliti u tri skupine:
flavonole, flavan-3-ole te antocijanine. Broj strukturno razlicitih spojeva unutar svake od
navedenih skupina povecava se s promjenom stereokemije, stupnja polimerizacije te polozaja
1 vrste supstituenata kao $to su hidroksilne, metilne, galoilne i glikozilne skupine te alifatske 1
aromatske kiseline. Ukupan sastav i sadrzaj flavonoida ovisi o genotipu te se do odredenog
stupnja moze promijeniti uslijed djelovanja nekih biotickih i abiotickih ¢imbenika.

2.2.3.1. Flavonoli

Flavonole karakterizira prisutnost karbonilne (keto) skupine na polozaju 4 i dvostruka veza
izmedu polozaja 2 i 3 prstena C, a u grozdu su zastupljeni isklju¢ivo u obliku 3-O-glikozida.
U bobici grozda sintetiziraju se glikozidi slijede¢ih aglikona: kemferola, kvercetina,
miricetina, izoramnetina, laricitrina te siringentina, a oni se medusobno razlikuju prema broju
1 vrsti supstituenata vezanih na prstenu B (Slika 2.11.). S obzirom na broj supstituenata na
prstenu B mogu se podijeliti na monosupstituirane (kemferol), disupstituirane (kvercetin i
izoramnetin) te na trisupstituirane (miricetin, laricitrin te siringetin). Kao Secerne jedinice
najces¢e su vezane glukoza, galaktoza te glukuronska kiselina dok je ramnoza vezana
isklju¢ivo na kvercetin. Kombinacijom navedenih aglikona 1 Secera, u grozdu moze biti
sadrzano najvise 19 flavonol-3-O-glikozida koji su najve¢im dijelom smjesteni u vakuolama

stanica vanjske epiderme gdje imaju ulogu zastite bobice od UV zragenja.*
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Kemferol R;=0OH;R,=R;=H
Kvercetin R; =R,=O0H; R;=H

R; Miricetin R; =R, =R3;=O0H
Izoramnetin R; = OH; R, = OCHj;; R; = H
Laricitrin R; = OH; R, = OCH;3; R; = OH
Siringetin R; = OH; R, = R; = OCHj;

Slika 2.11. Strukturne formule aglikona flavonola

Sastav flavonola ovisi o genotipu, dok na njihov sadrzaj utjecu genotip, ali i okoli$ni
¢imbenici. S obzirom da je sastav flavonola sortno specifican moze se koristiti u
kemotaksonomijske svrhe. Od okolisnih ¢imbenika najznaCajnija je izlozenost suncevoj
svjetlosti. Grozde vise izlozeno suncevoj svjetlosti sadrzi znacajno vece masene udjele ovih
spojeva u odnosu na grozde zasjenjeno tijekom rasta i razvoja bobica. Biosinteza flavonola
zapocinje vec tijekom cvatnje. Tijekom rane faze razvoja bobica njihov se sadrzaj smanjuje, a
potom se pocinje povecavati sve do pune zrelosti. Flavonol-3-O-glukozidi najzastupljeniji su
flavonoli i ¢ine priblizno 76 % ukupnog sadrzaja svih flavonola, dok su flavonol-3-O-
galaktozidi i flavonol-3-O-glukuronidi zastupljeni u znacajno manjim udjelima (svaki Cini
12 % ukupnog sadrzaja flavonoida). Isto tako udjeli razli¢itih aglikona razlikuju se unutar
pojedine skupine flavonol-3-O-glikozida. Kvercetin 1 miricetin prevladavaju unutar
flavonol-3-0-glukozida i flavonol-3-O-galaktozida. Monosupstituirani flavonoli najmanje su
zastupljeni te Cine svega 1,4 % do 8 % ukupnog sadrzaja flavonola. Unutar skupine
flavonol-3-0-galaktozida, disupstituirani aglikoni ¢ine 48 %, dok trisupstituirani aglikoni ¢ine
44 % ukupnog sadrzaja flavonola. Trisupstituirani aglikoni prevladavaju u odnosu na
disupstituirane kada je Secer glukoza (57 % u odnosu na 35 %), dok su disupstituirani
najzastupljeniji aglikoni vezani na glukuronsku kiselinu i ¢ine priblizno 90 % ukupnog
sadrzaja flavonol-3-O-glukuronida. Ukupan maseni udio flavonol-3-O-glikozida moze biti u
rasponu od 1 mg kg™ svjezih bobica pa do 124 mg kg™ svjezih bobica.***
2.2.3.2. Flavan-3-oli
Flavan-3-oli sadrze hidroksilnu skupinu na polozaju 3 prstena C. Ova skupina spojeva u
grozdu zastupljena je u obliku monomera, oligomera te polimera. Monomeri sadrzani u
grozdu su: (+)-katehin, (—)-epikatehin, (+)-galokatehin, (—)-epigalokatehin te njihovi esteri s
galnom kiselinom kao Sto su (—)-epikatehin-3-O-galat, (—)-epigalokatehin-3-O-galat te
(+)-galokatehin-3-0O-galat (Slika 2.12).
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OH

OH (+)-Katehin R=H; R =0H; R, =H
(—)-Epikatehin R =H; R; =H; R, = OH
(+)-Galokatehin R = OH; R; =OH; R, =H
(—)-Epigalokatehin R = OH; R, = H; R, =OH
(-)-Epikatehin-3-O-galat R = H; R; = H; R, = O-G
(+)-Galokatehin-3-O-galat R = OH; R; = H; R, = O-G
(—)-Epigalokatehin-3-O-galat R = OH; R, =H; R, = O-G

= OH

Slika 2.12. Strukturne formule monomera flavan-3-ola

Oligomeri i polimeri flavan-3-ola nazivaju se i proantocijanidini i kondenzirani tanini.
Njihova struktura ovisi o prirodi (stereokemiji i nacinu hidroksilacije) terminalnih i gradevnih
jedinica monomera, polozaju i stereokemiji veze s "donjom” jedinicom, stupnju
polimerizacije, prisutnosc¢u ili odsutnoS¢u modifikacija kao Sto je esterifikacija 3-hidroksilne
skupine galnom kiselinom. S obzirom na vrstu veza koje nastaju izmedu pojedinih
podjedinica, proantocijanidini se dijele na tip A proantocijanidine i tip B proantocijanidine
(Slika 2.13). Kod tipa B proantocijanidina, interflavanska veza izmedu uzastopnih
monomernih jedinica nastaje povezivanjem ugljikovog atoma na poloZaju 4 "gornje” jedinice
1 ugljikovog atoma na polozaju 8 "donje” jedinice (C4—Cg veza) ili rjede izmedu ugljikovog
atoma na polozaju 4 "gornje” jedinice 1 ugljikovog atoma na polozaju 6 "donje” jedinice
(C4—Cg veza). Tip A proantocijanidini, osim uobicajene interflavanske veze C4—Cg ili C4—Cg
sadrze etersku vezu izmedu ugljika na polozaju 2 "gornje” jedinice i kisika na polozaju 7
"donje” jedinice (C,—O—C; veza). Stereokemija veze na polozaju C4 "gornje” jedinice moze
biti « ili B. Homooligomerni proantocijanidini koji imaju 4'S'-dihidroksilirani prsten B
nazivaju se procijanidini jer njihovom kiselom hidrolizom nastaje antocijanidin cijanidin.
Mijesani oligomeri s 3'4'S'-trihidroksiliranim prstenom B, koji kiselom hidrolizom daju
antocijanidin delfinidin, nazivaju se prodelfinidini. Procijanidini Bl, B2, B3 i B4
najzastupljeniji su dimeri koji se medusobno razlikuju po uredenju (+)-katehina i

(—)-epikatehina kao terminalnih jedinica (Slika 2. 14).4
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Tip B proantocijanidina Tip A proantocijanidina

HO H
Ry
HO

C4—Cg ve€za
C4—Cg ve€za C4—C6 veza 1
Cz—O—C7 veza

Slika 2.13. Opcenite strukture proantocijanidina tip A i tip B

Procijanidin B1: ' Pr'ocijanidin B23 '
Epikatehin-(43—8)-katehin Epikatehin-(4—8)-epikatehin
OH
OH on
OH
H
H
OH
OH @EOH
OH
e\\@j ‘\\\ H
H
OH
OH
Procijanidin B3: Procijanidin B4:
Katehin-(4 a—>8)-katehin Katehin-(4a—>8)-epikatehin

Slika 2.13. Strukturne formule procijanidina B1, B2, B3 i B4
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Flavan-3-oli su sadrzani u svim tkivima bobice grozda, a najve¢i maseni udio odreden
im je u stanicama mekog parenhima sjemene ljuske. U kozici bobice grozda flavan-3-oli
mogu biti pohranjeni u vakuolama stanica hipoderme kao i biti vezani na polisaharide
stani¢ne stijenke. Sinteza ove skupine spojeva poc€inje tijekom cvatnje te se nastavlja tijekom
ranih faza rasta i razvoja bobica. U kozicama sinteza zavrSava tijekom Sare, dok se u
sjemenkama nastavlja jo§ nekoliko tjedana nakon Sare. Prosjecna veli¢ina proantocijanidina
naziva se srednji stupanj polimerizacije (engl. Mean Degree of Polymerization, mDP), a on se
mijenja tijekom Ccitavog perioda rasta 1 razvoja bobice. U kozicama bobica dolazi do
povecanja mDP u razdoblju od Sare pa do pune zrelosti, a Sto se o€ituje smanjenjem masenog
udjela monomernih oblika flavan-3-ola. Sastav i sadrzaj ovih spojeva u tkivima bobice
znaajno se razlikuje. U sjemenkama je srednji stupanj polimerizacije 4, a kao njihove
gradevne jedinice =zastupljeni su isklju¢ivo procijanidini katehin, epikatehin te
epikatehin-3-O-galat. Od monomernih flavan-3-ola najzastupljeniji su katehin i1 epikatehin.
Maseni udio monomernih oblika u sjemenkama moZe biti od 60 mg kg™’ svjeZih bobica pa do
500 mg kg ' svjezih bobica, dok je maseni udio dimernih oblika u rasponu od 180 mg kg™
svjezih bobica pa do 350 mg kg™ svjezih bobica. KoZice grozda uz procijanidine sadrZe i
prodelfinidine Sto zna¢i da kao gradevne jedinice wuz katehin, epikatehin i
epikatehin-3-0-galat mogu sadrzavati i galokatehin te epigalokatehin. Stupanj polimerizacije
proantocijanidina koZzice grozda znacajno je ve¢i od onog sjemenki te iznosi priblizno 40.
Ukupan maseni udio monomernih oblika u koZicama grozda moZe biti od 3.8 mg kg™’ svjezih
bobica do 38 mg kg™' svjezih bobica, a najzastupljeniji monomeri su katehin, epikatehin,
galokatehin te epigalokatehin. U usporedbi sa sjemenkom, kozica bobice grozda sadrzi
znadajno manje masene udjele procijanidina B1, B2, B3 i B4 (15 mg kg™’ svjezih bobica do
38 mg kg™ svjezih bobica).***
2.2.3.3. Antocijanini
Antocijanini su glikozidi 1 acilglikozidi antocijanidina (2-fenilbenzopirilija) koji se
medusobno razlikuju s obzirom na broj hidroksilnih i metoksilnih skupina vezanih na
osnovnu C¢—C;3—Cg strukturu. Opcenito, u prirodi postoji 17 razli¢itih antocijanidina, dok ih je
u grozdu sadrzano samo Sest: pelargonidin, cijanidin, delfinidin, peonidin, petunidin te
malvidin. Stabilnost antocijanidina povecava se O-glikozilacijom. Kod grozda Secerna
jedinica je molekula glukoze. Sorte vrste V. vinifera sadrze iskljucivo antocijanine u kojima je
glukoza vezana na polozaj 3 prstena C, a koji se nazivaju antocijanidin-3-O-monoglukozidi

(Slika 2.14).%
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OH
. O Pelargonidin-3-O-glukozid R, =R, =H
HO O\ R Cijanidin-3-O-glukozid R; = OH; R, =H
O 2 Delfinidin-3-O-glukozid R, =R, =OH
= o) OH Petunidin-3-O-glukozid R; =0OCH;; R, =H
OH & Peonidin-3-O-glukozid R; = OCHjs; R, = OH
OH Malvidin-3-O-glukozid R; =R, =OCH;
OH
OH

Slika 2.14. Strukturne formule antocijanidin-3-O-monoglukozida

Druge vrste roda Vitis kao 1 njihovi meduvrsni krizanci sadrze uz antocijanidin-3-O-
monoglukozidi i antocijanine u kojima su prisutne dvije molekule glukoze od kojih je jedna
vezana na polozaj 3, a druga na polozaj 5 prstena C, a koji se nazivaju antocijanidin-3,5-O-
diglukozidi (Slika 2.15). Nemogucnost sorata V. vinifera da sintetiziraju antocijanidin-3,5-O-
diglukozide posljedica je dvostruke mutacije na genu koji kodira sintezu enzima UDP-
glukoza: antocijanin-5-O-glukoziltransferaza odgovornog za uvodenje glukoze na polozaj 5

antocijanidin-3-O-monoglukozida.***’

Ry
OH
HO O+ O Pelargonidin-3,5-O-diglukozid R; =R, =H
AN Ry Cijanidin-3,5-O-diglukozid R, =OH; R, =H
_ OH Delfinidin-3,5-O-diglukozid R; =R, =OH
O Petunidin-3,5-O-diglukozid R; = OCH;; R, =H
o) OH Peonidin-3,5-O-diglukozid R, =OCH;; R, = OH
O OH Malvidin-3,5-O-diglukozid R, = R, = OCH,
O OH on OH
OH
OH

Slika 2.15. Strukturne formule antocijanidin-3,5-O-diglukozida

Hidroksilacija 1 metilacija prstena B utjecu na nijansu i stabilnost boje koja moze biti u
rasponu od crvene pa do plave. Derivati delfinidina plave su boje, a §to je izravno povezano s
brojem slobodnih hidroksilnih skupina. Derivati cijanidina su crvene boje. Povecanjem broja
metoksilnih skupina boja postaje tamnije crvene pa je tako malvidin s dvije metoksilne
skupine najtamnije crven. Povecani broj vezanih molekula glukoze na antocijanidin povecava
stabilnost 1 topljivost nastalog antocijanina. Brojni antocijanini grozda imaju acilirane Secere.

Kao izvor acilnih skupina mogu biti aromatske kiseline kao Sto su p-kumarinska, kafeinska i
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ferulinska kiselina te alifatske kiseline kao §to su vinska i octena kiselina. Do acilacije dolazi
na polozaju C¢" glukoze, a acilacija Se¢era povecava kemijsku stabilnosti pripadnog
antocijanina.

Na sastav antocijanina utjeCe genotip, pa se on vrlo ¢esto koristi u kemotaksonomijske
svrhe. Sadrzaj je antocijanina pod utjecajem okoliSnih uvjeta. U vecéini crnih sorata
prevladavaju trihidroksilirani antocijanini, od kojih je najceS¢e najzastupljeniji
malvidin-3-O-glukozid. Sve crne sorte nemaju mogucénost sinteze aciliranih oblika
antocijanina, a svakako najznacajniji primjer je 'Pinot crni'. Antocijanini su sadrzani u kozici
bobice grozda, a posebice u stanicama vanjske hipoderme i epiderme. Njihova se sinteza
odvija u citosolu stanica te se potom prenose u vakuole gdje se pohranjuju u posebnim
odjeljcima, antocijaninskim vakuolarnim inkluzijama. Neke sorte, poznate kao bojadiseri,
sadrze zna&ajne koli¢ine antocijanina i u stanicama mezokarpa.*®*’

Biosinteza antocijanina zapocinje u Sari te se nastavlja sve do pune zrelosti. Prema
nekim istrazivanjima sadrzaj antocijanina doseze maksimalnu vrijednost 10 do 20 dana prije
tehnoloSke zrelosti, dok se prema drugima maksimalan sadrzaj poklapa s maksimalnim
sadrzajem Secera tj. tehnoloSkom zreloS¢u. U prvim tjednima nakon Sare sadrzaj derivata
cijanidina, delfinidina, petunidina i peonidina znacajno se povecava, a maksimalnu vrijednost
doseze 27 dana nakon Sare tj. 20 dana prije tehnoloske zrelosti da bi se potom neprestano
smanjivao. Derivati malvidina slijede slican obrazac promjene sadrzaja s tim da maksimalne
vrijednosti dosezu 41 dan nakon Sare (10 dana prije tehnoloske zrelosti) nakon Cega im se
sadrzaj znaCajno smanjuje. Opcenito sadrzaj antocijanina u grozdu moze biti u rasponu od

26 mg kg svjezih bobica pa do 6300 mg kg™ svjezih bobica.’****°

2.3. BioloSka aktivnost i primjena fenola

Bioloska aktivnost flavonoida, fenolnih kiselina te stilbena temelji se na njihovoj
antioksidacijskoj aktivnosti te na sposobnosti da medudjeluju s odredenim spojevima,
proteinima i1 enzimima. Kao antioksidansi mogu djelovati putem nekoliko mehanizama, od
kojih je najznacajniji onaj u kojem djeluju kao "hvataci” radikala pri ¢emu terminiraju lancane
reakcije radikala. Radikali se mogu definirati kao atomi ili molekule koje imaju nespareni
elektron, a Sto ih ¢ini izrazito reaktivnima. NajceS¢e prisutni radikali su reaktivni spojevi
kisika (engl. Reactive Oxygen Species, ROS) te reaktivni spojevi dusika (engl. Reactive

Nitrogen Species, RNS) od koji je potrebno spomenuti superoksidni anion, hidroksilni i
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peroksilni radikal, vodikov peroksid, peroksinitril te dusikov (II) oksid. Opcenito, da bi neki
spoj bio antioksidans, mora zadovoljiti dva osnovna kriterija: 1) kada je sadrzan u
koncentraciji puno nizoj od one supstrata podloznog oksidaciji, on moze znacajno odgoditi ili
inhibirati oksidaciju supstrata te 2) nastali fenolni (fenoksilni) radikal mora biti stabilan da bi
se sprijecilo da djeluje u vidu radikala koji nastavlja, a ne terminira, lan¢anu reakciju.
Stabilizacija nastalog fenoksilnog radikala postize se delokalizacijom elektrona, nastankom
intramolekulskih vodikovih veza ili dodatnom oksidacijom u reakciji s drugim radikalom. Da
bi neki flavonoid bio dobar antioksidans mora posjedovati odredene strukturne osobitosti:

1) da bi doslo do delokalizacije elektrona prsten B mora imati ortho-dihidroksilnu (kateholnu)
strukturu (Slika 2.16 a);

2) delokalizaciju elektrona na prstenu B omogucava 2,3-dvostruka veza u konjugaciji s
4-keto-skupinom (Slika 2.16 b);

3) hidroksilne skupine na polozajima 3 1 5 moraju biti slobodne da bi se omogucilo nastajanje

vodikove veze s 4-keto-skupinom (Slika 2.16 c).

OH

OH

Slika 2.16. Strukturne osobitosti flavonoida koji djeluju kao antioksidansi

Vaznu ulogu u antioksidacijskoj aktivnosti imaju polozaj, struktura i broj vezanih Secera.
Aglikoni, u usporedbi s pripadnim glikoziliranim oblicima znac¢ajno su ucinkovitiji hvataci
radikala. Opc¢enito, O-metilacija hidroksilnih skupina smanjuje sposobnost hvatanja radikala.
U slucaju flavan-3-ola povecanje stupnja polimerizacije povecava antioksidacijsku aktivnost
pa su dimerni i trimerni oblici znacajno ucinkovitiji hvata¢i radikala u usporedbi s
monomerima. Takoder, fenolne kiseline mogu biti dobri antioksidansi, a posebice one koje
imaju kateholnu strukturu kao $to je kafeinska kiselina.”'

Drugi mogu¢i mehanizam antioksidacijskog djelovanja polifenola i fenolnih kiselina
je putem medudjelovanja s drugim antioksidansima kao §to su vitamini C i E. U ovim

reakcijama fenoli pospjeSuju obnavljanje navedenih antioksidansa.
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Vazno svojstvo fenolnih spojeva mogucénost je tvorbe kelata s ionima prijelaznih
metala kao Sto su bakar (I) i zeljezo (II). Keliranjem ovih iona sprjecava se njihovo
sudjelovanje u Fentonovim reakcijama kojima nastaju vrlo reaktivni hidroksilni radikali.>®

Velike koli¢ine radikala nastaju kao neizbjezni sporedni produkti u brojnim
biokemijskim procesima, a posebice u onima u kojima se kao supstrat koristi molekularni
kisik. S obzirom da organizam brojnim mehanizmima ima sposobnost uklanjanja ROS i RNS,
ti sporedni produkti metabolizma kisika u normalnim fizioloskim uvjetima ne predstavljaju
prijetnju. Ako radikali nastaju u izrazito velikim koli¢inama te na mjestima gdje to nije
uobicajeno, ravnoteza izmedu njihovog nastajanja i uklanjanja se gubi, Sto dovodi do
oksidacijskog stresa koji je uzro¢nik peroksidacije lipida te oksidacije DNA i proteina, a $to u
konac¢nici moze dovesti do oSte¢enja tkiva. Ovu neravnotezu mogu uzrokovati ishemija,
upalni procesi, radioaktivno zracenje, UV zraCenje, citostatici, teSki metali te citokini.
Oksidacijski stres ima vaznu ulogu u nastajanju neurodegenerativnih, kardiovaskularnih i
infektivnih bolesti, karcinoma, dijabetesa, fibroze, hemolize kao i u samom procesu starenj a.>

Fenolni spojevi posjeduju sposobnost izravnog vezanja na odredene proteine ili
peptide. Takav nacin djelovanja poti¢e inhibiciju kljunih enzima, promjenu stanic¢nih
receptora ili transkripcijskih faktora, promjene u prijenosu stani¢nih signala kao i promjene u
nakupinama proteina koji mogu regulirati stanicne funkcije povezane s rastom,
proliferacijom, upalnim procesima, apoptozom, angiogenezom te odzivima imunoloskog
sustava.”

S obzirom na brojne pozitivne ucinke i mogué¢e mehanizme djelovanja, fenoli imaju
sve izrazeniju primjenu u razli¢itim granama industrije kao Sto su farmaceutska, kozmeticka

te prehrambena industrija.

2.3.1. Primjena fenola iz biljnih ekstrakata u farmaceutskoj industriji
Od davnina je poznato da neke biljke posjeduju ljekovita svojstva te su ucinkovito sredstvo za
lijecenje brojnih bolesti. Ljekovita svojstva nekih biljaka pripisuju se fenolima. Ekstrakt ginka
(Ginko biloba) bogat je flavonoidima te se u vidu biljnog lijeka koristi za poboljSanje
cirkulacije kao 1 za poboljSanje stanja bolesnika s oSte¢enim kognitivnim funkcijama, dok se
ekstrakt ploda sikavice (Silybum marianum) koji sadrzi veliku koli¢inu polifenola silimarina
primjenjuje za lijeCenje 1 poboljSanje funkcije jetara. Fenoli posjeduju protuupalna,
antimikrobna 1 antitumorska svojstva te mogu djelovati u sprjeCavanju nastanka

kardiovaskularnih bolesti §to ih ¢ini potencijalnim aktivnim tvarima za proizvodnju lijekova.
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Upala se moze definirati kao sloZzena bioloska reakcija tkiva na razliCite Stetne
podrazaje poput patogena, oSteéene stanice ili iritanse. Ona je obrambeni mehanizam
organizma kojim se uklanjaju Stetni podrazaji te u slucaju ozlijede zapocne proces
zacjeljivanja tkiva. Normalna je upala obicno kratkotrajna. U slucaju kad upala prelazi u
kroni¢ni stadij ona postaje dijelom patogeneze brojnih bolesti i poremecaja kao Sto su razliCite
kardiovaskularne bolesti, neurodegenerativne bolesti, dijabetes, astma, razliciti karcinomi i dr.
U razvoj upalnog procesa ukljucene su brojne sastavnice medu kojima su posrednici upale:
dusikov (IT) oksid (NO), eikozanoidi (prostaglandini, tromboksani, prostaciklini i leukotrieni),
molekule za adheziju stanica, citokini (interleukini, interferoni, kemokini itd.), a koji
reguliraju promjene u tkivima te poticu lucenje upalnih stanica. Osim posrednika upale, u
upalni proces ukljuceni su i brojni transkripcijski faktori NF-kB, aktivator proteina-1 (AP-1)
te prijenosnici signala i aktivatori transkripcije (STAT), a koji su odgovorni za ekspresiju
odgovaraju¢ih upalnih gena. Sposobnost vezanja ovih transkripcijskih faktora na odredeni
slijed DNA mijenja se pomocu razli€itih protein kinaza (mitogenom aktivirana protein kinaza
(MAPK), protein kinaza C (PKC), tirozin kinaza) ukljucenih u kaskadu prijenosa signala.
Fenoli putem brojnih mehanizama djeluju protuupalno. Oni mogu inhibirati enzime
odgovorne za sintezu eikozanoida iz arhaidonske kiseline kao Sto su fosfolipaza A,,
ciklooksigenaza-1 (COX-1), ciklooksigenaza-2 (COX-2) te lipooksigenaza (LOX) bilo da se
izravno vezu na enzime i djeluju kao inhibitori bilo da utjecu na ekspresiju gena odgovornih
za sintezu ovih enzima. Fenolni spojevi takoder mogu inhibirati sintezu ostalih posrednika
upalnog procesa citokina, kemokina, adhezijskih molekula, NO, tako S§to utjeCu na putove
prijenosa signala koji su ukljueni u njihovu sintezu. Promijene kaskada molekulskih
dogadanja dovode do prevelike ekspresije navedenih posrednika pa inhibicija aktivacije
transkripcijskih faktora NF-xB, AP-1, STAT dovodi do smanjenja njihove koli¢ine, a time i
do ublazavanja upale. Fenoli mijenjaju kapacitet vezanja transkripcijskih faktora na DNA
inhibicijom odredenih protein kinaza uklju¢enih u aktivaciju navedenih transkripcijskih
faktora. Sam mehanizam djelovanja pojedinih fenolnih spojeva uvelike ovisi o njihovoj
strukturi, a smatra se da naj¢esce djeluju visestrukim mehanizmima te istovremeno djeluju na
vise mjesta upalne kaskade.”*°

Prvi korak u procesu nastanka karcinoma inicijacija je tumora koja zapoCinje
oStecenjem DNA u jednoj ili viSe stanica uslijed izlaganja kancerogenima. Ako ne dode do
popravka oste¢ene DNA, dolazi do mutacija na genima Sto u konacnici dovodi do klonskog
povecanja broja stanica s oStecenom DNA. U ovim stanicama dolazi do promjena u putovima

prijenosa signala koji reguliraju proliferaciju 1 diferencijaciju stanica. Sastavnice ovih putova
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ukljucuju nekoliko kinaza kao $to su MAPK i1 PKC. Abnormalna aktivacija ili utiSavanje ovih
kinaza 1ili transkripcijskih faktora (NF-xB i1 AP-1) s kojima su povezane, uzrokuje
nekontrolirani rast stanica, a koji dovodi do malignih promjena. Fenoli imaju antikancerogeni
ucinak koji postizu brojnim mehanizmima na stani¢noj razini. Oni mogu inhibirati djelovanje
navedenih kinaza kao 1 regulirati putove prijenosa signala inhibicijom odredenih
transkripcijskih faktora ili enzima odgovornih za njihovu aktivaciju. Promjenom odredenih
putova prijenosa signala fenoli mogu aktivirati signale za apoptozu tumorskih stanica, a §to u
konacnici dovodi do inhibicije karcinogeneze. Angiogeneza je proces koji se odvija
posredstvom promjena u proliferaciji 1 ekspresiji gena stanica endotela. Inhibicijom
angiogeneze fenoli kontroliraju rast, progresiju te metastaziranje tumora.’®>’

Fenoli posjeduju viSestruko neuroprotektivno djelovanje koje ukljucuje zastitu
neurona od oSteéenja izazvanih neurotoksinima, posjeduju sposobnost sprjecavanja upale
neurona te imaju sposobnost poboljSanja pamcenja, ucenja i kognitivnih funkcija. Navedeni se
uc¢inci mogu posti¢i putem dvaju mehanizama. Fenoli medudjeluju s vaznim putovima
prijenosa signala u mozgu izazivajuci inhibiciju apoptoze uzrokovane neurotoksinima te
potpomaganje prezivljavanja i diferencijacije neurona. Ova skupina spojeva selektivno djeluje
na brojne protein kinaze i nacin prijenosa signala koji reguliraju odredene transkripcijske
faktore odgovorne za ekspresiju odredenih gena. Polifenoli imaju pozitivan ucinak na
vaskularni sustav te na taj naCin utjeCe i1 na celebrovaskularnu cirkulaciju $to u konacnici
rezultira angiogenezom, neurogenezom te promjenama u morfologiji neurona, a ¢ime se
poboljsava sposobnost pamcenja i ucenja. Nastajanje nakupina amiloidnih fibrila zajednicko
je obiljezje brojnih neuroloskih bolesti Alzheimerove, Parkinsonove, Huntigtonove i prionske
bolesti. Nastanak amiloidnih fibrila posljedica je agregacije i taloZzenja pogresno strukturiranih
proteina koji je posljedica pogreski u prijenosu signala aksonima, inhibicije proteosomske
aktivnosti, pogreski u transkripciji DNA te povecanja razine oksidacijskog stresa, a $to u
konac¢nici rezultira disfunkcijom neurona. Fenoli inhibiraju nastanak amiloidnih fibrila preko
posebnih aromatskih interakcija Cime se onemogucava nastanak strukturiranih fibrila s
citotoksi¢nim uginkom.*®>

Podloga razvoja razli¢itih kardiovaskularnih bolesti je ateroskleroza koja zapocCinje
poremecajem funkcije endotela. OStecenje funkcije endotela posljedica je viSka angiotenzina
IT 1 kolesterola bogatog lipoproteinima niske gusto¢e (LDL) ¢ijom oksidacijom zapocinje
oSte¢enje endotela. Ekspresija adhezijskih molekula privla¢i monocite koji prodiru u stijenku,
prelaze u makrofage koji fagocitiraju oksidirani LDL, da bi na posljetku nastale pjenaste

stanice 1 aterosklerotski plak. Fenoli mogu smanjiti adsorpciju kolesterola i time smanjiti
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njegov unos u jetra u obliku hilomikrona. Smanjenje koli¢ine kolesterola u jetrima povecava
sintezu LDL-receptora koji kompenziraju manju dostupnost supstrata pa na taj na¢in smanjuju
njegovu koli¢inu u plazmi. Fenoli znacajno utjecu i na brzinu izlu€ivanja apolipoproteina B
kao 1 na aktivnost mikrosomskog proteina prenosioca (MTP) i enzima acil-CoA kolesterol
aciltransferazu 2 §to dovodi do promjena u sastavu Cestica lipoproteina vrlo niske gustoce
(VLDL). Smanjena koli¢ina triglicerida u plazmi posljedica je smanjene aktivnosti MTP 1
povecane aktivnosti lipoprotein lipaze. Sadrzaj triglicerida u plazmi moZe se dodatno smanjiti
promjenom kaskade delipidacije ¢ime se znaCajno smanjuje koli¢ina LDL u krvotoku. Isto
tako, fenoli inhibiraju sintezu citokina povezanih s adhezijskim molekulama. Fenolni spojevi
inhibiraju peroksidaciju lipida te na taj nacin utjeu na nastanak pjenastih stanica. Tromboza
ima vaznu ulogu u razvoju i napredovanju ateroskleroze. Ciklooksigenaza je enzim koji
katalizira sintezu tromboksana A, (TXA;), a koji ima veliku ulogu u agregaciji trombocita 1
nastanku trombova. Flavonoidi mogu inhibirati sintezu navedenog tromboksana u
trombocitima kao i leukotriena u neutrofilima. Takoder, oni su i antagonisti receptora za
TXA,, reguliraju ekspresiju i aktivnost adhezijskih molekula, poticu sintezu NO (vaznog
vazodilatatora), §to u konaénici dovodi do sprje¢avanja nastanka trombova.’®%%¢!

Jedno od farmakoloski vaznih svojstava polifenola 1 fenolnih kiselina njihova je
antimikrobna aktivnost tj. antibakterijska, antimikoti¢ka te antiviralna aktivnost. NajviSe je
istrazeno njihovo antibakterijsko djelovanje. Oni mogu djelovati putem nekoliko mehanizama
na brojne Gram-pozitivne i Gram-negativne bakterije. Mehanizmi antibakterijskog djelovanja
fenola ukljucuju inhibiciju unutarstanicnih enzima, uklanjanje supstrata za rast bakterija,
izravno djelovanje na metaboliticke putove kao $to su oksidacijska fosforilacija ili prijenos
elektrona te sprjeCavanje sinteze metaloproteina putem kompleksacije iona metala. Inhibicija
sinteze nukleinskih kiselina kod odredenih bakterija temelji se na inhibiciji enzima kao $to su
DNA giraze te DNA topoizomeraze. Zbog svoje strukture, fenoli mogu medudjelovati s
proteinima, lipidima i odredenim enzimima stanicnih membrana bakterija te na taj nacin
uzrokovati promjene u funkcionalnosti membrana u vidu promjena njihove fluidnosti i
propusnosti ¢ime omogucavaju gubitak protona, iona i makromolekula, ali 1 ulazak drugih
molekula u stanicu npr. antibiotika. Oksidacijska fosforilacija vazan je metabolicki proces za
dobivanje energije u obliku molekula ATP-a. Inhibicijom samo jednog od enzima ovog
procesa kao $to je npr. NADH-citokrom ¢ reduktaza dolazi do inhibicije ¢itavog procesa ¢ime
se inhibira rast bakterije. Neki fenoli mogu inhibirati virus humane imunodeficijencije (HIV),
a posebno pandemijski soj HIV-1 sprjecavaju¢i ulazak virusa u stanicu domacina ili

onemogucavajuéi njegovu replikaciju inhibicijom klju¢nih enzima kao $to su HIV-1 reverzna
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transkriptaza 1 druge DNA polimeraze. Brojni fenolni spojevi mogu inhibirati i aktivnost
drugih virusa: herpes simpleks virusa, respiratornog sincicijskog virusa, polio virusa, virusa
bjesnoce, rotavirusa te Sindbis virusa. U slucaju navedenih virusa polifenoli inhibiraju

razli¢ite DNA ili RNA polimeraze.**®

2.3.2. Primjena fenola iz biljnih ekstrakata u prehrambenoj industriji
Veliki problem prehrambene industrije kvarenje je hrane koje moze uzrokovati kombinacija
razli¢itih faktora kao Sto su svjetlost, prisutnost kisika, toplina, vlaga te razliCite vrste
mikroorganizama. Mikrobiolosko kvarenje uzrokuju razli¢ite vrste bakterija: Escherichia coli,
Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurinum te razliCite bakterije iz rodova
Pseudomonas, Streptococcus, Lactobacillus te Bacillus. U svrhu produzetka trajanja mesa i
mesnih preradevina vrlo se Cesto dodaju razliCiti nitrati 1 nitriti koji su izrazito Stetni za
ljudsko zdravlje.**

Oksidacija lipida vazan je faktor koji utjeCe na kvalitetu pojedinih namirnica, a
posebice mesa i mesnih preradevina, riba i morskih plodova te masti i ulja. Glavni uzroc¢nici
oksidacije lipida prisutnost su kisika 1 nezasi¢enih masnih kiselina. Peroksidacija lipida
zapocinje reakcijom ROS s nezasicenim masnim kiselinama pri ¢emu nastaju lipidni
(peroksil) radikali koji nastavljaju reagirati i tvoriti razliCite sekundarne oksidacijske
produkte. Citav proces oksidacije lipida dovodi do uZeglosti hrane. U svrhu sprje¢avanje
oksidacije lipida, u namirnice se dodaju razli¢iti konzervansi kao S§to su sinteticki
antioksidansi (butil-anisol, butil-hidroksitoluen te tert-butil-hidroksikinon) koji imaju
negativan uinak na ljudsko zdravlje jer mogu potaknuti nastanak karcinoma.®

Enzimsko posmedivanje jedna je od najznacajnijih reakcija promjene boje koja utjece
na kvalitetu morskih plodova. Ove promjene boje, posljedica su djelovanje endogenog enzima
polifenoloksidaze (PPO). U prisutnosti kisika ovaj enzim prevodi bezbojne monofenole u
difenole koji se potom prevode u obojene kinone. Nastali kinoni reagiraju s aminokiselinama i
tvore smede polimere, melanine, pa se ponekad ova vrsta enzimske reakcije naziva melanoza.
Prisutnost nastalih melanina nije Stetna za potrosaca, ali ona znacajno umanjuje trziSnu
vrijednost morskih plodova. Za sprjeCavanje ili usporavanje nastanka melanoze koriste se
razli¢iti pripravci na bazi sulfita, a za koje je dokazano da oboljeli od astme mogu dobiti
napadaj takozvane sulfitne astme, a mogu uzrokovati i povisenje tlaka, emfizem, crvenilo i
konjunktivitis.*®

moze potaknuti apetit kod potrosaca. Opcenito, umjetne se boje smatraju aditivima za
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poboljSanje senzornih svojstava namirnica. Uvelike se dodaju u razlicite konditorske
proizvode, sladolede, pudinge i bezalkoholna pi¢a. Brojne umjetne boje mogu izazvati
alergijske reakcije, ekceme, glavobolje i drugo.®’

U posljednjem je desetljecu porasla svijest o zdravoj prehrani 1 konzumaciji proizvoda
bez dodanih Stetnih prehrambenih aditiva u obliku konzervansa, bojila ili antioksidansa.
Ovakav svjetski trend potaknuo je provedbu istrazivanja prirodnih spojeva kao potencijalnih
zamjena za one sintetiCke. U ZariStu tih istrazivanja su fenoli, prirodni tokokromanoli i dr.
Danas, na razini Europske unije dozvoljena je uporaba tokokromanola dobivenih iz razli¢itih
biljnih vrsta, ekstrakata ruzmarina bogatih fenolima te ekstrakata origana 1 melise koji sadrze
razli¢ite polifenole kao prirodnih prehrambenih aditiva. Za ocekivati je da se na listu
dozvoljenih prehrambenih aditiva uvrste i1 ekstrakti fenola dobiveni iz drugih biljnih vrsta pa
tako i oni dobiveni iz grozda.®®

S obzirom da brojni fenoli posjeduju antioksidacijska te antimikrobna svojstva mogu
biti dobra zamjena za sinteticke antioksidanse odnosno za nitrite i nitrate. Dodatak ekstrakata
fenola grozda u razli¢ite namirnice zivotinjskog podrijetla ribu, piletinu, puretinu, govedinu te
njihove preradevine, znacajno umanjuje oksidaciju lipida i time produzava rok trajanja
namirnice. U nekim sluc¢ajevima ekstrakti grozda mogu biti ucinkovitiji antioksidansi od onih
sintetickih.** "

Brojni su fenoli dobri inhibitori rasta raznih bakterija pa tako i onih koje uzrokuju
mikrobioloSko kvarenje hrane. Dodatak ekstrakta fenola grozda u kuhanu govedinu znacajno
smanjuje broj bakterija kao Sto su E. coli 1 S. typhimurium. Fenolni spojevi inhibiraju rast i
razvoj mezofilnih i psihrofilnih bakterija u $kampima pohranjenim na ledu.”""*

Fenolni spojevi mogu sprijeciti nastanak melanoze kod morskih plodova. Oni izravno
inhibiraju enzim PPO, mogu hvatati kisik odnosno reducirati nastale kinone u difenole.
Polifenoli imaju sposobnost keliranja bakra koji se nalazi u aktivnom mjestu enzima PPO, ali
isto tako mogu djelovati i kao kompeticijski inhibitori ovog enzima zbog velike strukturne
sli¢nosti sa supstratima.®

Antocijanini biljni su pigmenti ¢ija boja ovisi o strukturi, ali 1 pH-vrijednosti medija u
kojemu se nalaze. Antocijanini dobiveni iz koZice grozda crvene su boje pa se uvelike dodaju
u razli¢ita bezalkoholna pica i konditorske proizvode gdje imaju ulogu bojila. Primjena ove
skupine spojeva ograniCena je na proizvode niske pH-vrijednosti. Kada je pH-vrijednost
proizvoda visa, tada se u svrhu stabilizacije boje zajedno s antocijaninima dodaju betacijani i

betaini.”?
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2.3.3. Primjena fenola iz biljnih ekstrakata u kozmetickoj industriji
Koza §titi unutarnje organe od opasnih uc¢inaka okoliSnih i ksenobioti¢kih ¢imbenika pa je
stoga ocuvanje njezine vitalnosti i funkcije od velikog znafaja za cjelokupno zdravlje
organizma. Izlaganje suncevom UV zrafenju kljucan je faktor za zaCetak nekolicine koznih
poremecaja: nastanka bora i raka, perutanja i suhoée koZe te poremecaja u pigmentaciji.”*

Vecina fenola ima sposobnost apsorpcije UV zracenja pa kada se primjenjuju lokalno
mogu sprijeciti prodiranje UV zrafenja kroz kozu. Njihov zastitni faktor u rasponu je od 7 do
29, pa dodatkom u kreme za sunCanje mogu smanjiti upalu, oksidacijski stres te oStec¢enja
DNA do kojih moze doé¢i djelovanjem UV zragenja.”

Upalni procesi u kozi mogu nastati djelovanjem UV zrafenja jer ono potice ekspresiju
enzima COX-2 kao i sintezu prostaglandina te proupalnih citokina. S obzirom da razli€iti
fenoli imaju sposobnost inhibicije samog enzima COX-2 kao i njegove ekspresije te mogu
inhibirati sintezu proupalnih citokina tako $to djeluju na klju¢ne sastavnice putova prijenosa
signala koji su odgovorni za sintezu ovih citokina pa na taj nacin mogu umanjiti Stetno
djelovanje suncevog UV zracenja. Izlaganje koze UV zracenju moze uzrokovati povecanu
sintezu ROS u kozi odnosno pojavu oksidacijskog stresa koji moze dovesti do preuranjenog
starenja koze 1 oStecenja DNA. Fenoli mogu smanjiti sadrzaj nastalih ROS bilo
antioksidacijskim djelovanjem bilo da inhibiraju djelovanje ili ekspresiju enzima klju¢nih za
nastanak reaktivnih spojeva kisika. Oksidacija nekih aminokiselina u proteinima, a do koje
dolazi uslijed djelovanja UV zrafenja, uzrokuje nastanak karboniliranih proteina cija je
funkcija razli¢ita od one nativnih oblika. Inhibicija ovakve vrste oksidacije proteina fenolima
moze dovesti do smanjenja oStec¢enja koze te do sprjeCavanja preranog starenja iste. OSte¢enja
DNA u obliku ciklobutan-pirimidinskih dimera nastaju uslijed djelovanja UV zrafenja na
kozu. Ova se oSte¢enja smatraju glavnim uzro¢nicima karcinoma koze. Nastala oStecenja
aktiviraju mehanizam za popravak DNA, a koji se odvijaju brZe u prisutnosti fenola.”

Starenje koze povezano je sa smanjenjem koli¢ine kolagena, elastina te hijaluronske
kiseline, a do kojeg dolazi djelovanjem enzima kolagenaze, elastaze odnosno hijaluronaze.
Fenoli mogu inhibirati navedene enzime te time umanjiti razgradnju navedenih proteina i

hijaluronske kiseline $to za posljedicu ima sprjetavanje starenja koze.”’
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2.4. Kemijska analiza fenola grozda

Polifenoli i fenolne kiseline imaju vaznu ulogu u odredivanju organoleptickih svojstava vina
pa se njihov sastav i sadrzaj Cesto koristi za odredivanje kvalitete neke sorte. Analiza ovih
spojeva u grozdu provodi se u svrhu odredivanja fenolne zrelosti koja se obi¢no ne poklapa s
onom tehnoloSkom, prilikom evaluacije sorata i/ili klonskih kandidata pojedine sorte kao 1
nakon primjene odredenih ampelotehni¢kih mjera u vinogradu. Sam proces analize izrazito je
slozen te se sastoji o brojnih koraka: uzorkovanja, pohranjivanja uzoraka, priprave uzoraka,
ekstrakcije te kvalitativne 1 kvantitativne analize (Slika 2.17). Svaki od navedenih koraka
potrebno je optimirati da bi se dobio §to to¢niji 1 precizniji krajnji rezultat analize. Premda je
do danas objavljeno vise od stotinu razli¢itih radova povezanih s analizom fenola jos§ uvijek

ne postoji standardni postupak za pripravu uzoraka, ekstrakciju te njihovu kvantitativnu

analizu.

Liofilizacija Suhi uzorak

Zamrzavanje Homogenizacija

PRIPRAVA svjekeg uzorka
UZORKA

SuSenje na zraku

SuSenje u peénici

NMR

EKSTRAKCIJA

HPLC-DAD

KVANTITATIVNA ANALIZA

Spektrofotometrija Voltametrija

Slika 2.17. Shematski prikaz analize fenola u grozdu
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2.4.1. Uzorkovanje
Uzorkovanje je prvi korak u analizi fenola grozda. Budu¢i da nepravilno uzorkovanje ima za
posljedicu pogresku u ¢itavom analitiCkom procesu ovaj je korak potrebno optimirati pritom
uzimajuci u obzir cilj analize. Nacin uzorkovanja grozda ovisi o kona¢nom cilju analize, a
moze se provesti na nekoliko na¢ina. NajceS¢e se uzima reprezentativni uzorak koji je po
svom sastavu izrazito heterogen jer u vinogradu postoji velika varijabilnost u kemijskom
sastavu grozda uslijed ne sinkroniziranog rasta i razvoja pojedinih bobica. Varijabilnost je
prisutna izmedu bobica s razli¢itih grozdova na istom trsu, ali i izmedu bobica s istog grozda.
Prvi korak u sakupljanju reprezentativnog uzorka izrada je plana uzorkovanja, a koji
osigurava uzimanje plodova iz svih dijelova vinograda. Odabir trsova s kojih se uzimaju
plodovi moze biti slucajan ili sustavan kada se koriste koordinatne mreze (npr. plodovi se
uzimaju sa svakog desetog trsa u svakom petom redu). Sama veliCina prikupljenog uzorka
ovisi o stupnju varijabilnosti u vinogradu. Kada je stupanj varijabilnosti velik tada se uzimaju
uzorci s veceg broja trsova. Obi¢no se uzima 200 do 400 bobica s 20 do 40 grozdova i to na
nacin da se po 2 do 4 bobice uzimaju s vrha i dna te s prednje i straznje strane grozda. Bobice
se uzimaju s grozdova s obiju strana reda. Ovakav naCin uzorkovanja primjenjuje se kod
odredivanja zrelosti ili prilikom odredivanja u¢inka primijenjenih ampelotehnickih zahvata u
vinogradu.”® Kada je cilj analize evaluacija klonskih kandidata ili optimiranje ekstrakcijskog
postupka potrebno je imati §to homogeniji uzorak bobica grozda. Jedan od nacina dobivanja
homogenog uzorka primjena je postupka flotacije. Ovim se postupkom bobice razdvajaju na
temelju razlika u gusto€i, a koja je povezana sa sadrzajem Secera u bobici. Smatra se da

) » T . . . 9,80
bobice sliéne gustoée imaju i vrlo ujednaden sadrzaj fenola.””

2.4.2. Priprava uzoraka

Priprava uzorka obuhvaca sve one radnje koje je potrebno provesti na uzorku prije postupka
same ekstrakcije. Kada se radi o analizi grozda, to su naj¢es¢e pohranjivanje uzoraka, ako nije
moguce provesti analizu neposredno nakon berbe, homogenizacija u slucaju svjezeg uzorka,
odmrzavanje u slucaju zamrznutog uzorka, susenje te usitnjavanje.

2.4.2.1. Pohrana uzoraka

Period dostupnosti uzoraka grozda izrazito je kratak, pa je najcesc¢e uzorke prije analize
potrebno prikladno pohraniti. Fenolni su spojevi izrazito podlozni razgradnji u slucaju
neprikladnih uvjeta pohranjivanja kao Sto su neprikladna temperatura, izlozenost svjetlu,
kisiku itd., a §to za posljedicu ima smanjenje njihovog sadrzaja.®' Uzorci grozda se vrlo

rijetko analiziraju neposredno nakon berbe.® Puno se &esce prije postupka analize pohranjuju
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na odredeni vremenski period. Jedan od nacina pohrane je ¢uvanje suhih uzoraka kozica
bobica®* medutim uobiGajenije je zamrzavanje bobica ili &itavih grozdova pri
temperaturama od —18 °C do —30 °C.*? Premda je zamrzavanje vrlo u&inkovita metoda
pohranjivanja uzoraka, ono dovodi do ireverzibilnih promjena u stani¢nim stijenkama,
srediSnjoj lameli te u protoplastima S§to za posljedicu ima promjene u sadrzaju 1 sastavu
sastavnica stanica.”” Neselektivno cijepanje stani¢nih stijenki moze dovesti do razgradnje
spojeva koji su na nju vezani. Dekompartmentilizacija stanice moze omoguciti reakcije
izmedu endogenog enzima PPO i njegovih supstrata koji su inace u cjelovitoj stanici sadrzani
u razli¢itim stanicnim odjeljcima. Opcenito, smatra se da brzim naCinom zamrzavanja u
teku¢em dusiku dolazi do boljeg o¢uvanja cjelovitosti stanica jer je manje izrazeno nastajanje
kristala leda koji su odgovorni za cijepanje stani¢ne stijenke i ostalih stani¢nih sastavnica.
Ovakav je nacin zamrzavanja vrlo skup pa se u praksi najées¢e koristi zamrzavanje u obi¢nim
zamrziva¢ima.”** Kada se uzorci ¢uvaju u osusenom obliku potrebno je paziti da ne budu
izloZeni svjetlu, visokim temperaturama, vlazi i kisiku jer navedeni faktori mogu znacajno
umanjiti sadrzaj pojedinih fenola.

2.4.2.2. Odmrzavanje

U slucaju zamrznutih uzoraka, prije suSenja, usitnjavanja i ekstrakcije, uzorke je potrebno
odmrznuti na prikladan nacin. Ve¢ tijekom samog zamrzavanja dolazi do naruSavanja
strukture biljne matrice, a do dodatnih promjena dolazi i tijekom procesa odmrzavanja.
Postoji nekoliko nacina odmrzavanja uzoraka grozda kao $to su skidanje kozice sa jo$
zamrznute bobice, odmrzavanje u mikrovalnoj pe¢nici, u hladnjaku te pri sobnoj temperaturi.
Trajanje samog postupka odmrzavanja ovisi o temperaturi pri kojoj se ono provodi te je
najkra¢e u slucaju mikrovalnog odmrzavanja, dok je najduze u hladnjaku. Provedena su
brojna istrazivanja o utjecaju zamrzavanja i odmrzavanja na sastav i sadrzaj fenola u
razli¢itim biljnim vrstama kao S$to su jagode, maline, borovnice, tresnje te visnje, dok do
danas nije provedeno istrazivanje na grozdu. Opc¢enito, smatra se da brze metode odmrzavanja
odrzavaju vecu cjelovitost stanicnih struktura tkiva te time pridonosi ocCuvanju sadrzaja
fenola. %

2.4.2.3. Susenje

KozZice bobica grozda sadrZze masene udjele vode u rasponu od 75 % do 80 %. Takav medjj
pogoduje rastu i razvoju brojnih mikroorganizama kao 1 razgradnji odredenih kemijskih
spojeva, a posebice fenola, stoga je potrebno na¢i metodu za o¢uvanje maksimalnog sadrzaja
ovih spojeva. Jedna od mogu¢ih metoda je i suSenje, a koje ima dugu povijest uporabe za

dobivanje prili¢no stabilnih produkata razliCitih biljnih vrsta koji se potom mogu pohraniti u
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odredenom vremenskom periodu. SuSenjem se uklanja voda iz biljne matrice ¢ime se
sprjetava rast mikroorganizama te razgradnja odredenih skupina spojeva.'”’ Ponekad
postupak ekstrakcije zahtjeva uporabu osusenog uzorka. Postupak susenja moze utjecati na
sastav 1 sadrzaj fenola kao i na kinetiku 1 ucinkovitost ekstrakcije. Usitnjavanjem suhog
uzorka dobivaju se vrlo male Cestice ¢ime se povecava dodirna povrSina izmedu Cvrstog
uzorka i ekstrakcijskog otapala, a §to u konacnici povecava ucinkovitost same ekstrakcije.
Susenje uzrokuje promjene u strukturi same biljne matrice jer moze uzrokovati promjene
njezine poroznosti.'” Za susenje koZica bobica grozda koriste se brojne tehnike kao §to su
liofilizacija, suSenje na zraku te susenje u pecnici s cirkuliraju¢im vru¢im zrakom. Razlicite
metode susenja mogu imati razli¢it uc¢inak na sastav i sadrzaj pojedinacnih fenola u kozici
grozda.

Liofilizacija je postupak u kojem se voda u uzorku prvo zamrzava, a potom uklanja
sublimacijom (primarno susenje) te naposljetku desorpcijom (sekundarno suSenje).
Sublimacija leda odvija se u uvjetima snizenog tlaka i temperature (tlak i temperatura moraju
biti nizi od onih u trojnoj tocki vode). Nakon sublimacije u uzorku preostaje 7 % do 8 %
vezane vode koju je moguce ukloniti desorpcijom. Ovaj se postupak provodi pri
temperaturama viSim od sobne temperature te uz sniZzeni tlak (maksimalni moguci vakuum
sustava). Trajanje postupaka susenja liofilizacijom ovisi o udjelu vode u uzorku, a u slucaju
koZica grozda on traje 2 do 3 dana.'™'® Sugenje u pe¢nicama s vru¢im cirkuliraju¢im zrakom
provodi se pri razli¢itim temperaturama (od 40 °C do 100 °C), a trajanje samog postupka ovisi

104105 15 posljednje

o odabranoj temperaturi te je u rasponu od nekoliko sati pa do 2 dana.
vrijeme sve se viSe primjenjuje susenje na zraku pri sobnoj temperaturi Cije vrijeme trajanja
ovisi 0 udjelu vode u uzorku, a u rasponu je od 2 pa do 7 dana.'” Bez obzira na &injenicu da
nacin susSenja znacajno utjece na konacan sastav i sadrzaj fenola do danas je proveden vrlo
mali broj istrazivanja tijekom kojih je ispitan ucinak razli¢itih metoda susSenja na sastav i
sadrzaj fenola. U vecini tih istrazivanja pracen je utjecaj odredene metode suSenja na ukupan
sadrzaj fenola kao i na antioksidacijsku aktivnost. Uzimaju¢i u obzir Cinjenicu da je
navedenim metodama odreden oksidacijsko-redukcijski status uzoraka, dobiveni rezultati ne
moraju nuzno odrazavati stvarno stanje u sastavu i1 sadrZaju pojedinacnih fenola u

analiziranim uzorcima.'?"+1%4+-107

2.4.3. Ekstrakcijske tehnike
Ekstrakcija se moze definirati kao selektivno odjeljivanje jednog ili vise analita izmedu dviju

faza koje se medusobno ne mijesaju te je vrlo vazan korak u analizi fenolnih spojeva. Proces
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ekstrakcije sastoji se od niza koraka. U prvom se koraku putem difuzije uzorak dovodi u
neposredni kontakt s ekstrakcijskim otapalom. U drugom koraku dolazi do razdjeljivanja i/ili
otapanja analita u ekstrakcijskom otapalu. Kad je potrebno izdvojiti analit iz ¢vrstog uzorka,
neophodno je prevladati energiju medudjelovanja izmedu njega i matrice. Afinitet analita
prema ekstrakcijskom otapalu mora biti ve¢i od njegovog afiniteta prema matrici uzorka.
Naposljetku, ekstrakcijska faza (koja sadrzi analit) mora difundirati kroz uzorak te se odijeliti
u zasebnu fazu koja se potom uklanja od netopljive matrice ¢vrstog uzorka centrifugiranjem
ili filtriranjem. Ekstrakcijske se tehnike mogu podijeliti s obzirom na fizikalni proces do kojeg
dolazi tijekom razdvajanja analita od matrice uzorka (Slika 2.18).!” Za ekstrakciju fenola iz
kozica bobica grozda koriste se brojne ekstrakcijske tehnike kao $to su ekstrakcija ¢vrsto-
tekuce (engl. Solid-Liquid Extraction, SLE),”>'®'" ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija

116-118

(engl. Ultrasound-Assisted Extraction, UAE), mikrovalovima potpomognuta ekstrakcija

118,119

(engl. Microwave-Assisted Extraction, MAE) , enzimima potpomognuta ekstrakcija

(engl. Enzyme-Assisted Extraction, EAE),"™"'**  tlatna ekstrakcija teku¢inom (engl.

Pressurized Liquid Extraction, PLE) koja se naziva jo$ i ubrzana ekstrakcija otapalom (engl.

Accelerated Solvent Extraction, ASE)**'?

126

, ckstrakcija superkriticnim fluidom (engl.
Supercritical Fluid Extraction, SFE)
Matrix Solid Phase Dispersion, MSPD)'*’. Bez obzira na odabir ekstrakcijske tehnike,

te rasprSenje matrice uzorka kroz ¢vrstu fazu (engl.

prilikom njezine primjene potrebno je podesiti brojne ¢imbenike: vrstu ekstrakcijskog otapala,
temperaturu i vrijeme ekstrakcije, veli¢inu Cestica te omjer faza koji se definira kao omjer

mase ¢vrstog uzorka i volumena ekstrakcijskog otapala.

UZORAK KOZICE GROZPA
svjezi/osuSeni

SLE MSPD
UAE

MAE

|

Razdjeljivanje
uz primjenu
mikrovalnog

zralenja

Razdjeljivanje
uz primjenu
ultrazvuéne

energije

\{ EKSTRAKT FENOLA }/

Slika 2.18. Shematski prikaz razli¢itih ekstrakcijskih tehnika
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2.4.3.1. Ekstrakcija ¢vrsto-tekuce

Ekstrakcija ¢vrsto-tekuce najcesée je primjenjivanja tehnika za ekstrakciju fenola iz koZzica
bobica grozda. Tehnika SLE moze se definirati kao fenomen prijenosa mase u kojemu analiti
sadrzani u ¢vrstoj matrici difundiraju u ekstrakcijsko otapalo koje je s njom u kontaktu. Ova
se ekstrakcijska tehnika moze provesti primjenom razliCitih postupaka: maceracijom,
mijesanjem ili protresanjem (muckanjem). Prijenos mase, a time i ucinkovitost ekstrakcije,
mogu se povecati promjenom gradijenta koncentracije, difuzijskih koeficijenata i/ili grani¢nih
slojeva, a na koje utjeCu vrsta otapala, veli¢ina Cestica, temperatura i trajanje ekstrakcije te
prisutnost interferiraju¢ih spojeva u matrici. Vrsta otapala glavni je faktor koji utjee na
ucinkovitost ekstrakcije. Topljivost fenolnih spojeva ovisi o njihovoj prirodi i polarnosti. Oni
mogu tvoriti komplekse s drugim biljnim sastavnicama kao §to su ugljikohidrati i proteini, a
takva medudjelovanja mogu utjecati na topljivost fenola u ekstrakcijskim otapalima, Sto u
konagnici utjee na u&inkovitost ekstrakcije.'**'* Vrlo Gesto tijekom ekstrakeije fenola dolazi
i do ekstrakcije drugih spojeva poput klorofila, karotenoida, masti, terpena, voskova itd., a
koji mogu uzrokovati smetnje tijekom kvalitativne i1 kvantitativne analize. Do koekstrakcije
ovih spojeva obi¢no dolazi kada se koriste ekstrakcijska otapala s udjelom organske faze
veéim od 70 %, pa je u tom slucaju potrebno provesti naknadni postupak prociS¢avanja
dobivenog ekstrakta. U tu svrhu ucestalo se primjenjuju dvije tehnike, ekstrakcija tekuce-
tekuce (engl. Liquid-Liquid Extraction) te ekstrakcija na Cvrstoj fazi (engl. Solid Phase
Extraction), ¢ime se produzuje i poskupljuje postupak ekstrakcije. Smatra se da primjenom
ekstrakcijskog otapala s udjelom organske faze manjim od 70 % nije potrebno provoditi
naknadno proéiéavanje uzorkaj jer tada ne dolazi do znagajne koekstrakcije.'* Za ekstrakciju
fenola iz kozica grozda najcesce se koriste metanol (MeOH),”!"° etanol (EtOH),'” aceton
(ACE),"" etil-acetat (EtAc),'"" te njihove vodene otopine koje sadrze volumne udjele vode u
rasponu od 0 % do 50 %.'"*'° Na uginkovitost ekstrakcije utjete pH-vrijednost
ekstrakcijskog otapala te je ona znacajno veca u kiselim uvjetima. U ekstrakcijska otapala
dodaju se razlicite kiseline, mravlja (FA), octena (AcH) te klorovodic¢na kiselina, u udjelima
od 0,1 % do 1 %7112 Temperatura i vrijeme ekstrakcije faktori su koje je potrebno
optimirati da bi se minimizirao utroSak energije uz postizanje maksimalne ucinkovitosti
ekstrakcije. PoviSenjem temperature ekstrakcije povecava se ucinkovitost ekstrakcije uslijed
povecanja topljivosti analita i difuzijskog koeficijenta uz istovremeno smanjenje viskoznosti
otapala. Fenoli imaju ograniCenu termicku stabilnost pa stoga nije moguée beskonacno
poviSenje temperature. Smatra se da temperatura ekstrakcije fenolnih spojeva ne smije biti

viSa od 60 °C. PoviSenjem temperature ekstrakcije dolazi do znacajnog skra¢ivanja trajanja
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ekstrakcijskog postupka. Povecanje omjera faza ima pozitivan ucinak na ucinkovitost
ekstrakcije. Pokretacka sila tijekom procesa prijenosa mase unutar ¢vrstog uzorka gradijent je
koncentracije, a koji je ve¢i kada je omjer mase ¢vrstog uzorka i volumena ekstrakcijskog
otapala veéi jer se time povecava i brzina difuzije. Veli¢ina Cestica ima znacajan u¢inak na
ucinkovitost ekstrakcije. Manje Cestice dovode do smanjenja difuzijske udaljenosti soluta
unutar ¢vrstine te povecavaju gradijent koncentracije, ¢ime se povecava brzina ekstrakcije. S
obzirom da dolazi do skra¢ivanja puta koji analiti moraju prevaliti da dodu do povrSine pa
time dolazi 1 do skracivanja trajanja postupka ekstrakcije. Najc¢eS¢e se koristi uzorak s

11132 Bez obzira §to su poznati svi faktori

rasponom veli¢ine ¢estica od 125 um do 250 pum.
koji utjeCu na ucinkovitost ekstrakcije joS uvijek ne postoji standardna metoda za
kvantitativnu ekstrakciju fenola iz kozica grozda. Danas se koriste brojne metode SLE od

kojih su neke navedene u tablici 2.2.

Tablica 2.2. Prikaz nekih ¢esto koristenih uvjeta SLE za ekstrakciju fenola iz koZica grozda

Ekstrakcijsko Nadin ¢ 8/°C Omjer faza / Broj Lit
otapalo ekstrakcije gmL™ koraka )
EtOH:H,0O:HCl . _
=70:29:1 maceracija 24 h 25 1:1,5 1 109
1) MeOH = 100 1) maceracija 1)24h 1) —20
2) MeOH:H,0
=80:20 2) mijesanje 2)4h 2)25
3) MeOH:H,0O
=50:20 3) mijeSanje 3)4h 3)25 1:125 5 110
4) H,O =100 4) maceracija 4)24h 4)-20
5) ACE:H,0O
=75:25 5) mijeSanje 5)1h 5) 25
Me:OgI9:'P11Cl maceracija 9%x1h 25 nn.” 9 92
Etil-acetat maceracija 30 min 25 1:10 1 111
MeOH:H,0:FA . .
— 50:48.5:1,5 homogenizator 8 min 4 n.n. 1 112
MeOH:H,O o . )
~70-30 muckanje 30 min 25 1:10 1 113
EtOHino e v . . .
—50:50 mijeSanje 2 min 25 1:100 5 114
EtOH:H,0:HC1 .
—70-29:1 maceracija 2x4h 25 nn. ) 115
MeOH:FA o )
=99.9:0.1 muckanje 48 h 25 1:25 1 110

* - nije navedeno u literaturnom vrelu
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2.4.4.2. Ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija

Ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija tehnika je ekstrakcije koja se temelji na razdiobi uz
primjenu ultrazvuka visokog intenziteta raspona frekvencija od 20 kHz do 100 kHz. Za
pretvorbu elektricne u energiju zvuka koriste se piezoelektricni sustavi. Zvucni se valovi Sire
kroz medij (teku¢inu) te pri tome uzrokuju cikluse ekspanzije i kompresije. Kada je intenzitet
ultrazvuka dovoljno velik, ekspanzijski ciklus dovodi do nastanka kavitacija ili malih
mjehurica u tekucini. Kad su nastali, mjehuri¢i apsorbiraju energiju zvucnih valova te se u
ciklusu ekspanzije povecavaju, a u ciklus kompresije smanjuju. Tijekom jednog ciklusa
ekspanzije 1 ekspresije, rast mjehurica je veci od njegovog smanjenja §to u konacnici uzrokuje
njegovo urusavanje tj. imploziju kavitacija uz nastanak udarnih valova. Udarni valovi lokalno
uzrokuju vrlo visoke temperature (do 5500 K) i tlakove (do 100 MPa). Kada oni udare u
povrsinu ¢vrstog uzorka dovode do znacajnih fizikalno-kemijskih promjena uzorka. Pojava
kavitacija ovisi o intenzitetu 1 frekvenciji ultrazvuka te o viskoznosti, povrSinskoj napetosti i
gusto¢i tekucine. Visoke temperature tekuéine imaju negativan ucinak na intenzitet kavitacija.
Svaka tekuc¢ina pri odredenoj temperaturi ima najvecu aktivnost kavitacija, a taj je raspon
temperatura vrlo uzak."”'** Jedna od promjena do koje dolazi uslijed djelovanja udarnih
valova razaranje je strukture stani¢ne stijenke biljne stanice ¢ime se uvelike olakSava
izluCivanje Zeljenih analita u ekstrakcijsko otapalo. Tijekom procesa ekstrakcije iz suhog
uzorka, uzorak je potrebno hidrirati. Primjenom ultrazvuka uvelike se olakSava hidracija pa
time 1 bubrenje, a §to za posljedicu ima povecanje pora stani¢ne stijenke i olakSavanje difuzije
analita iz unutra$njosti stanica u okolno ekstrakcijsko otapalo.'*> Kao i u slugaju tehnike SLE,
na ucinkovitost UAE utjecu brojni faktori kao $to su omjer faza, veli¢ina Cestica uzorka, vrsta
ekstrakcijskog otapala, vrijeme i temperatura ekstrakcije. Tehnika UAE moze se provesti
primjenom ultrazvuénih kupelji ili ultrazvuénih sondi."** Bez obzira na svoje prednosti i
Siroku primjenu u ekstrakciji fenola iz razli¢itih biljnih matrica ova se tehnika rijetko
primjenjuje u ekstrakciji fenola iz kozica grozda bilo kao jedina tehnika bilo kao dodatna

tehnika koja se primjenjuje zajedno sa tehnikom SLE (Tablica 2.3).
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Tablica 2.3. Prikaz uvjeta UAE za ekstrakciju fenola iz koZica grozda

Ekstrakeijsko Nacin ekstrakcije t 4/°C ?gief Lit.
otapalo g mL™
Etg?(;ggo UAE 6 min 10 1:10 116
OO UAE 24,5 min 45 1:50 117
E:t(g);{"glifll UAE 3h 25 1:25 118
Me:OQIé::IIICI 2) Sﬁ}%-lril?}]jéanje g ishmin 25 na e
MOUA DSEmends ik s,
A:C8Eo:§29(,)9::1({)§1 D UAE 1) 15 min 25 1:20 87

2) SLE-mijeSanje 2) 30 min

* - nije navedeno u literaturnom vrelu

2.4.3.3. Mikrovalovima potpomognuta ekstrakcija

Mikrovalovima potpomognuta ekstrakcija temelji se na primjeni mikrovalne energije.
Mikrovalovi (MV) dio su spektra elektromagnetskog zracenja (EMZ) s rasponom frekvencija
od 0,3 GHz do 300 GHz. U komercijalnim mikrovalnim sustavima najviSe se koriste
frekvencije mikrovalova 2,45 GHz. Prolaskom mikrovalova kroz medij, dolazi do apsorpcije
njihove energije koja se potom prevodi u termiCku energiju, a Sto je temelj tehnike MAE.
Tijekom provedbe tehnike MAE dolazi do zagrijavanja tekudine unutar stanica Cvrstog
uzorka, a koja zatim isprava i uzrokuje povisSenje tlaka koje djeluje na stani¢nu stijenku.
Porast tlaka unutar stanica uzrokuje razaranje stani¢nih stijenki i organela Sto za posljedicu
ima porast poroznosti uzorka, a ¢ime se omogucava bolje prodiranje ekstrakcijskog otapala u
matricu i povecanje ucinkovitosti ekstrakcije. Na ucinkovitost tehnike MAE utjeu brojni
faktori: snaga zraenja MV, trajanje postupka, sadrzaj vlage i1 veliina Cestica uzorka, vrsta
otapala, omjer faza, temperatura 1 tlak ekstrakcije te broj ekstrakcijskih koraka. Od navedenih
faktora najznacajniji je vrsta ekstrakcijskog otapala. Prilikom odabira ekstrakcijskog otapala
potrebno je podrobno razmotriti tri fizikalna parametra, topljivost analita, dielektricnu
konstantu te faktor rasipanja (engl. Dissipation Factor, tan 0) koji je mjera ucinkovitosti
kojom se odredeno otapalo zagrijava djelovanjem MV. Otapala s velikom dielektricnom
konstantom, voda i druga polarna otapala, mogu apsorbirati viSe mikrovalne energije od
nepolarnih te su stoga bolja otapala za MAE. Karakteristika dobrog otapala za ekstrakciju

fenola primjenom MAE, velika je vrijednost dielektricne konstante i faktora rasipanja, a te
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uvjete zadovoljavaju metanol i etanol te njihove vodene otopine. Postupak MAE obicno se
provodi u zatvorenim ekstrakcijskim posudama nacinjenim od politetrafluoretilena (PTFE) u
uvjetima kontroliranog tlaka i temperature. Postupak ekstrakcije zapocinje unoSenjem uzorka
1 odredenog volumena otapala u ekstrakcijsku posudu koja se potom zatvara. Uzorci se
stavljaju na okretnicu u peénici sustava za ekstrakciju te se primjenjuje MV zracenje odredene
snage ¢ime zapocinje tzv. ,,predekstrakcijski korak tijekom kojega se zagrijava otapalo na
odredenu temperaturu. Vrijeme potrebno za postizanje Zeljene temperature ovisi o broju 1 vrsti
uzoraka te moze biti do 15 minuta. Nakon Sto se postigla Zeljena temperatura ekstrakcijske
smjese, primjenom MV ona se zagrijava odredeni vremenski period, a najces¢e od 10 min do
30 min. Taj se korak Cesto naziva i statiCkom ekstrakcijom. Po zavrSetku staticke ekstrakcije,
uzorci se hlade u peénici na sobnu temperaturu §to moZe potrajati i do 20 minuta."**"** Ova se
ekstrakcijska tehnika vrlo rijetko primjenjuje za ekstrakciju fenola iz kozica grozda (Tablica
2.4).

Tablica 2.4. Prikaz uvjeta MAE za ekstrakciju fenola iz kozica grozda

. Omjer
e PIW ¢ /min 9/°C faza / Lit.
otapalo 3
g mL
MeOH:H,0 .
= 40:60 500 5 100 1:12,5 119
EtOH:HCI .
=99,9:0,1 1200 6 50 1:17 118

2.4.3.4. Enzimima potpomognuta ekstrakcija

Pri provedbi ekstrakcije u slucaju biljnih matrica, pa tako i koZzica bobica grozda, potrebno je
razoriti strani¢nu stijenku da bi se unutarstani¢ni sadrzaj mogao izluciti u ekstrakcijsko
otapalo. Jedan od nacina razaranja stani¢nih stijenki primjena je enzima koji cijepaju njezine
sastavnice, a Sto je osnova ekstrakcijske tehnike koja se naziva enzimima potpomognuta
ekstrakcija. Za cijepanje stani¢nih stijenki primjenjuju se brojni enzimi kao $to su celulaze,
hemicelulaze, tanaze, pektinaze i drugi. Pektinaze su skupina enzima koji kataliziraju
razgradnju pektina putem reakcija depolimerizacije (hidrolaze 1 liaze) 1 reakcija
deesterifikacije (esteraze). Danas, na trziStu postoje brojni komercijalni enzimski pripravci
koji sadrze razli¢ite pektinaze, poligalakturonazu (PG), pektinliazu (PL) te
pektinmetilesterazu (PE), u razli¢itim udjelima. U navedenim pripravcima osim pektinaza

vrlo se Cesto dodaju celulaze 1 hemicelulaze. Ovi enzimi mogu se izolirati iz razliCitih
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mikroorganizama bakterija, gljivica 1 kvasca. Gljivice vrste Aspergillus najces¢i su izvor za
dobivanje razli¢itih pektinaza. Enzim PG ubraja se u skupinu glikozil-hidrolaza, a katalizira
hidrolizu a-1,4-glikozidnih veza lanca poligalakturonske kiseline do koje moze do¢i na
nasumi¢nim mjestima unutar lanca, ali i na nereduciraju¢em kraju, a pri cemu se oslobada D-
galakturonska kiselina (Slika 2.19 a). Enzim PE katalizira deesterifikaciju metoksilne skupine
pektina uz nastajanje pektinske kiseline i metanola. Ovaj enzim djeluje na metilnu skupinu
galakturonske jedinice pektina koja je smjeStena neposredno do neesterificirane galakturonske
jedinice (Slika 2.19 b). Djelovanje ovog enzima moze se pospjesiti dodatkom kalcijevih iona.
Pektinliaze kataliziraju nasumicno cijepanje pektina, a posebice onog koji sadrzi veliki udio
esterificiranih  karboksilnih skupina. Ovom reakcijom, koja se wubraja u reakcije
trans-eliminacije glikozidnih veza, nastaju nezasi¢eni metil-oligogalakturonati (Slika 2.19 c).
Aktivnost ovog enzima moze povecati prisutnost kalcijevih iona. Na ucinkovitost tehnike
EAE utjecu brojni faktori kao §to su pH-vrijednost medija, vrsta enzima, temperatura, trajanje
inkubacije te omjer masa enzima i supstrata.'**'*! Pektinaze su enzimi koji imaju najvecu
ucinkovitost u kiselom mediju u rasponu pH-vrijednosti od 2 do 5. Provedeno je nekoliko
istrazivanja ucinkovitosti ove ekstrakcijske tehnike uz kozicu bobice grozda kao uzorak. U
ovim istrazivanjima koriSteni su razli¢iti uvjeti pa je inkubacija najceS¢e provodena pri
temperaturama od 40 °C do 50 °C u trajanju od 2 h pa sve do 12 h. Omjer mase enzima i mase

supstrata ovisi o uporabljenom pripravku te je u rasponu od 4,5 mg g pado 10 mg g '.1*%!*

(a)

COOR OH COOR OH
o 0, 0o— —» —o0 0, 65
OH OH OH OH
0 #
O OH OH O
OH T COOH OH COOH
pektin . pektin D-galakturonska
(n-ostataka) PG (n-1 ostatak) kiselina
/ PE
(b)
COOCH; OH COOH OH
o O, O— —— MeOH+0 o 0
OH OH OH OH
o o o o
OH COOCH: OH COOH
PE 2
(¢) .
COOR OH COO CHs OH
6} Q 0O— —» —0 o OH
OH OH OH 2 \OH
O o OH o
OH T COOCH: OH COOCH:s
metiloligogalakturonati

PL

Slika 2.19. Nadin djelovanja pojedinih pektinaza: a) poligalakturonaze (PG), b) pektin metilesteraze
(PE) te ¢) pektinliaze (PL)
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2.4.3.5. Rasprsenje matrice uzorka kroz cvrstu fazu

Rasprsenje matrice uzorka kroz ¢vrstu fazu novi je postupak za razaranje i1 ekstrakciju koji se
primjenjuje na ¢vrstim uzorcima. U ovom postupku koristi se nekoliko tehnika za razaranje
uzorka, a pri ¢emu se dobiva materijal s jedinstvenim kromatografskim karakterom za
ekstrakciju spojeva iz odredene matrice. Postupak ekstrakcije sastoji se od nekoliko koraka
(Slika 2.20). Uzorak i ¢vrsta faza stavljaju se u stakleni ili ahatni tarionik te se potom mijesaju
pomocu tucka nacinjenog od istog materijala. Nakon Sto su uzorak i ¢vrsta faza dobro
promijesani i usitnjeni prenose se u kolonicu u koju je prethodno stavljen porozni disk.
Nastala jedinstvena faza, lagano se komprimira klipom, te se potom provodi eluacija s

e 142
odgovaraju¢im otapalom.

UZORAK

CVRSTA 2 MIJESANJE
FAZA SMJESA UZORAKA I

CVRSTE FAZE

POROZNI DISK

OTAPALO —

TLACENJE
KLIPOM
ELUACIJA

ELUAT —).U

Slika 2.20. Shematski prikaz postupka MSPD

Na ucinkovitost postupka MSPD utjecu brojni faktori: prosjecna veli¢ina Cestica cvrste
faze, vrsta uporabljene Cvrste faze, omjer mase uzorka i mase Cvrste faze, vrsta i volumen
eluacijskog otapala te kemijski sastav same matrice. Materijali s veli¢inom cestica raspona od
40 pm do 100 um najcescée se primjenjuju u postupku MSPD. Uporaba ¢vrste faze vrlo malih
cestica (3 um do 10 um) dovodi do produzetka trajanja eluacije jer zna¢ajno smanjuje protok
eluacijskog otapala. Kao ¢vrsta faza najc¢esce se koriste materijali koji sadrze silicijev dioksid
kao ¢vrsti nosa¢ na koji je vezana neka hidrofobna faza kao npr. oktadecil. Ovakva vrsta
¢vrstih faza jo§ se naziva i sorbens. Kada se uzorak mijeSa sa sorbensom, on se prvo ponasa
kao abraziv, uzrokujuéi sile smicanja, a §to dovodi do usitnjavanja i1 razaranja strukture

uzorka. Vezana faza sorbensa ima 1 ulogu ,,vezanog®“ otapala koje pomaze u postizanju
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potpunog razaranja i rasprSivanju uzorka. Uzorak se rasprSuje na Citavoj povrsini vezane faze
sorbensa tvoreci jedinstveni mijesani karakter faze putem hidrofilnih i hidrofobnih interakcija
s razli¢itim sastavnicama uzorka. U postupku MSPD mogu se primijeniti i ¢vrstine kao §to su
nederivatizirani silikati (silicijev dioksid, pijesak itd.) te razliite druge anorganske Cvrstine
(Floresil, aluminijev oksid itd.), ¢iji se mehanizam djelovanja razlikuje od mehanizma
djelovanja Cvrstih faza s vezanom fazom. Tijekom mijeSanja, ¢vrsta faza ima ulogu abraziva
koji usitnjava i razara strukturu uzorka. Dodatno razaranje 1 rasprSivanje sastavnica odvija se
do stupnja kojim sastavnice medudjeluju s kemijskim skupinama C&vrste povrsine, ali i
medusobno. Prilikom provedbe ove ekstrakcijske tehnike dolazi do brojnih medudjelovanja:
medudjelovanja sastavnica uzorka odnosno analita sa ¢vrstom fazom; medudjelovanja uzorka
odnosno analita sa vezanom fazom (ako se koristi takva vrsta ¢vrste faze); medudjelovanja
analita sa rasprSenim sastavnicama uzorka dok analiti, sastavnice uzorka i ¢vrsti nosac
medudjeluju s eluacijskim otapalom. Sva navedena dinamicka medudjelovanja odvijaju se
istovremeno.'* Omjer mase uzorka i mase Gvrste faze moze biti u rasponu od 1:1 pa do 1:10,
a najcesce se koristi omjer od 1:5 (500 mg uzorka i 2 g ¢vrste faze). Ovaj omjer uvelike ovisi
o prirodi samog uzorka i cilju analize, pa ga je potrebno optimirati tijekom razvoja metode.'**
Do danas nije provedeno optimiranje metode MSPD za ekstrakciju fenola iz koZice bobica
crnih sorata grozda.

2.4.3.6. Ostale ekstrakcijske tehnike

Ekstrakcija superkriticnim fluidom temelji se na uporabi superkriticnog fluida kao
ekstrakcijskog otapala. Superkriticni fluidi imaju jedinstvena svojstva kao Sto su dobra
svojstva otapala (kao tekuéine), velika difuzivnost, mala viskoznost te zanemariva povrSinska
napetost (kao plinovi). Navedena svojstva omogucavaju brzi prijenos mase i povecanu
sposobnost prodiranja u pore matrice uzorka, a §to za posljedicu ima brzu i u€inkovitu
ekstrakciju. U postupku SFE uzorak se stavlja u posudu ekstraktora te se podvrgava
djelovanju superkriti¢nog fluida pri povisenom tlaku. Kao fluidi mogu se koristiti razli¢iti
plinovi amonijak, dusik, metan, ksenon, ugljikov (IV) oksid i drugi. Od navedenih plinova,
najvise se primjenjuje CO, zbog niske kriti¢ne temperature (31,1 °C), niske cijene, kemijske
stabilnosti, nezapaljivosti i neotrovnosti. S obzirom da je nepolaran, za ekstrakciju polarnih
spojeva potrebno je dodati modifikator, ¢ime se mijenja polarnost ekstrakcijskog otapala uz
povisenje kritine temperature. Kao modifikatori za ekstrakciju fenola koriste se etanol,
metanol, aceton, acetonitril itd. u rasponu volumnih udjela od 5 % do 50 %."*° Za ekstrakciju
fenola iz kozica grozda korisSten je superkriticni CO, uz etanol kao modifikator u volumnom

udjelu od 20 %. Postupak ekstrakcije proveden je pri 60 °C i tlaku od 250 bara u trajanju od
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3 min (staticki period) i 15 min (dinamicki period) uz protok ekstrakcijskog otapala od
2 mL min~"."?

Ekstrakcija uz poviseni tlak i temperaturu, koja se naziva i ubrzana ekstrakcija
otapalom, kombinira povisene temperature (100 °C do 200 °C) i visoke tlakove (100 bar do
140 bar) kako bi postigla brzu, uCinkovitu i automatiziranu ekstrakciju analita iz Cvrste
matrice uzorka. Kao ekstrakcijska otapala koriste se uobic¢ajena organska otapala ili njihove
vodene otopine. Uzorak (Cesto pomijeSan sa sredstvom za suSenje) smjeSten je u
ekstrakcijskoj ¢eliji od nehrdajuceg celika koja se pod tlakom, zagrijava i puni ekstrakcijskim
otapalom. Velika ucinkovitost ekstrakcije postize se uporabom organskog otapala u tekucoj
fazi na temperaturama iznad temperature vreliSta otapala. PoviSena temperatura povecava
brzinu difuzije, topljivost analita i time ubrzava ekstrakciju. Visoki tlak moze olaksati
ekstrakciju spojeva koji se nalaze u porama matrice. Komercijalno dostupni PLE-sustavi lako
se mogu automatizirati i paralelno analizirati do 24 uzorka."*" Za ekstrakciju i pro¢is¢avanje
fenola iz kozZica grozda Ju 1 Howard primijenili su PLE-tehniku. U slucaju ekstrakcije fenola
iz kozZica grozda kao sredstvo za suSenje najceSce se koristi morski pijesak. Kao ekstrakcijska
otapala mogu se primijeniti metanol, voda ili vodena otopina natrijevog bisulfida masene
koncentracije 1,4 g L', dok je temperatura ekstrakcije obi¢no 100 °C. Broj provedenih
statiCkih ekstrakcijskih ciklusa ovisi o uporabljenom otapalu te je on u rasponu od jednog,
kada se kao ekstrakcijsko otapalo koristi voda ili vodena otopina natrijevog bisulfida, do tri,

kad se kao otapalo primjeni metanol.**'%

2.4.4. Kvalitativna i kvantitativna analiza fenola
Bez obzira $to postoji vrlo veliki broj istrazivanja, odredivanje sastava i sadrzaja razliitih
fenola 1 dalje je veliki izazov. Ovisno o cilju istraZivanja, za analizu fenola primjenjuju se
razli¢ite instrumentalne tehnike. Kada je potrebno procijeniti ukupan sadrzaj fenola (engl.
Total Phenolic Content, TPC), antocijanina, flavan-3-ola ili flavonoida koriste se razliCite
spektrofotometrijske metode. Za odredivanje tocnog sastava i sadrzaja fenola u ekstraktima
kozica grozda primjenjuju se razli¢ite kromatografske tehnike, a ponajvise tekucinska
kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High Performance Liquid Chromatography,
HPLC) dok se za odredivanje struktura pojedinih fenola primjenjuju nuklearna magnetska

rezonancija (NMR) te spektrometrija masa (engl. Mass Spectrometry, MS).°
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2.4.4.1. Spektroskopske metode
Spektroskopija UV-VIS

Za odredivanje sadrzaja fenolnih spojeva u razli¢itim biljnim matricama razvijene su brojne
spektrofotometrijske metode koje se temelje na razliitim principima, a koriste se za
odredivanje razliCitih funkcionalnih skupina prisutnih u molekulama fenola. Najjednostavnija
metoda za brzu procjenu TPC u ekstraktima kozica grozda mjerenje je apsorbancije pri valnoj
duljini od 280 nm (uz prethodno razrjedenje uzorka). Ova se metoda temelji na
karakteristi¢noj apsorpciji benzenskih prstenova fenola pri 280 nm. Prednost ove metode su
brzina analize i1 dobra obnovljivost. Neki spojevi kao $to su hidroksicimetne kiseline nemaju
apsorpcijske maksimume pri navedenoj valnoj duljini. Ekstrakti kozica grozda uz fenole
mogu sadrzavati 1 druge spojeve koji sadrze benzenski prsten, a $to moze dovesti do
interferencija tijekom analize. Za procjenu ukupnog sadrzaja hidroksicimetnih kiselina,
flavonola 1 antocijanina mogu se primijeniti metode koja se temelje na odredivanju
apsorbancija pri valnim duljinama od 320 nm, 360 nm odnosno 520 nm.”

Najcesce primjenjivana metoda za procjenu TPC Folin-Ciocalteu-ova (FC) je metoda
koja se temelji na redukcijskim svojstvima fenola. Tijekom postupka analize dolazi do
redukcije fosfomolibidata u prisutnosti fenola u luznatim uvjetima u plavo obojeni kompleks
koji ima karakteristicni apsorpcijski maksimum u podrucju valnih duljina od 725 nm do
765 nm. Ova metoda nije specificna jer reagens FC tvori komplekse i s drugim spojevima kao
Sto su proteini i1 drugi reducensi (npr. askorbinska kiselina), a koji mogu biti sadrzani u
ekstraktima koZica bobica grozda.’®

Ukupan sadrzaj flavonoida moze se odrediti metodom koja se temelji na reakcijama
kompleksacije flavonoida s aluminijevim ionima pri ¢emu u prisutnosti natrijevog nitrita i
natrijevog hidroksida nastaju kompleksi s apsorpcijskim maksimumom pri A=510 nm.'*

Sadrzaj ukupnih flavan-3-ola moze se odrediti spektrofotometrijskom metodom uz
vanilin kao reagens. Reakcija izmedu flavan-3-ola 1 vanilina odvija se u kiselim uvjetima pri
¢emu nastaju adukti s apsorpcijskim maksimumom pri A=500 nm. Druga metoda za
odredivanje sadrzaja flavan-3-ola temelji se na njihovoj reakciji s 4-(dimetilamino)-
cinamaldehidom uz nastajanje adukata s apsorpcijskim maksimumom pri valnoj duljini od
640 nm.>'*

Postoji nekoliko spektrofotometrijskih metoda za procjenu ukupnog sadrzaja
antocijanina. Jedna od metoda, temelji se na uporabi razli¢itih pH-vrijednosti pri cemu se
koristi svojstvo antocijanina da im se valne duljine apsorpcijskih maksimuma mijenjaju u

ovisnosti o pH. Smanjenjem pH-vrijednosti ekstrakta na vrijednosti izmedu 0,5 i 0,8
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antocijanini prelaze u crveno obojene flavilijeve oblike. Drugi nacin za odredivanje ukupnog
sadrzaja antocijanina, primjena je metode izbjeljivanjem natrijevim bisulfidom. Dodatak ovog
reagensa u uzorak ekstrakta koji sadrzi antocijanine dovodi do nastanka bezbojnog adukta
antocijanin-sulfonska kiselina.*!''*!"?

Bliska infracrvena spektroskopija

Bliska infracrvena (engl. Near Infrared, NIR) spektroskopija snazna je, brza i nedestruktivna
analiticka tehnika koja se moze koristiti u analizi fenola. Podru¢je NIR elektromagnetskog
zracenja nalazi se u podruc¢ju valnih duljina od 750 nm do 2500 nm. U ovom podrucju EMZ
mogu se dobiti informacije o relativnim udjelima C-H, N-H i O-H veza u pojedinim
molekulama. Kvantitativna primjena spektroskopije NIR temelji se na korelaciji izmedu
sastava uzorka i apsorpcije zracenja pri razli¢itim valnim duljinama u podrucju NIR, a koje se
odreduje refleksijskom ili transmisijskom spektroskopijom. Glavna prednost ove tehnike
mogucnost je biljezenja odziva kemijskih veza u odredenim sastavnicama u podru¢ju NIR te
mogucnost dobivanja karakteristicnog spektra koji se moze ponaSati kao otisak prsta danog
uzorka. Primjena multivarijantnih tehnika kao S§to je metoda najmanjih kvadrata (engl.
Principle Least Squares, PLS) ili diskriminantne analize omogucéava stvaranje modela za
procjenu svojstava odredenih analita. Glavni je nedostatak ove tehnike kalibracija i cijena
instrumenta.’

Tijekom perioda dozrijevanja snimljeni su NIR spektri cijelih kozica i bobica grozda.
Za dobivanje kvantitativnog modela za odredivanje masenih udjela flavan-3-ola, flavonola,
fenolnih kiselina i antocijanina kao i za TPC koriStena je metoda PLS. Dobiveni modeli
primjenom tehnike NIRS i kemometrike omogucavaju odredivanje TPC kao i sadrzaja
pojedinih skupina fenola u koZicama bobica grozda tijekom perioda dozrijevanja.'*®

Nuklearna magnetska rezonancija

Tehnika NMR, danas je nezaobilazan alat u identifikaciji i strukturnoj karakterizaciji fenolnih
spojeva iz razlicitih biljnih matrica pa tako 1 iz kozica bobica grozda. S obzirom da je
nedestruktivna metoda velike osjetljivosti vrlo se Cesto primjenjuje u analizama u kojima je
potrebno sacuvati analit. Dobivanje kristala pojedinih fenola prikladnih za difrakcijsku
analizu X-zrakama vrlo je teSko, pa se stoga koriste tehnike NMR u ¢vrstom stanju za
odredivanje geometrije molekula fenola. Bez obzira §to su razvijene brojne dvodimenzionalne
tehnike NMR, za odredivanje struktura pojedinih fenola u ekstraktima kozica grozda cesto se

primjenjuju i jednodimenzionalne "H i *C NMR tehnike.'*’"'*
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2.4.4.2. Elektroanaliticke metode

Elektroanaliticke su tehnike skupina analitickih tehnika koje se temelje na mjerenju otpora,
struje 1 potencijala, a svima je zajednicko da se odvijaju u elektrokemijskom ¢lanku koji je
saCinjen najceSc¢e od dviju elektroda uronjenih u odgovarajucéi elektrolit. Ove se tehnike mogu
podijeliti na voltametrijske, potenciometrijske, konduktometrijske, kulorimetrijske itd. Za
analizu fenola naj¢eS¢e se primjenjuju razlicite voltametrijske metode. Zajednicko obiljezje
svih voltametrijskih tehnika je da ukljucuju primjenu potencijala na elektrodu te pracenje
nastale struje koja teCe kroz elektrokemijsku ¢eliju, pa se stoga sve voltametrijske tehnike
mogu opisati kao funkcije potencijala, struje 1 vremena. Ove se tehnike smatraju aktivnim jer
primijenjeni potencijal uzrokuje oksidaciju ili redukciju elektroaktivnih vrsta na povrSini
elektrode, a S$to dovodi do promjene u njihovoj koncentraciji. Voltametrijske su tehnike
pouzdan alat za brzo 1 jeftino odredivanje fenolnih spojeva u razli¢itim matricama. Razvijene
su metode precizne i1 dovoljno osjetljive da se mogu primijeniti i na uzorke koji sadrze vrlo
niske koncentracije analita. U posljednje vrijeme, ove tehnike polako zamjenjuju
spektrofotometrijske metode za odredivanje TPC. Velika prednost voltametrijskih tehnika
krije se u Cinjenici da nije potrebno posebno obraditi uzorak prije samog mjerenja ¢ime se
smanjuje trajanje analize, ali 1 izbjegavaju pogreske povezane s velikim brojem koraka
tijekom priprave uzoraka. Danas se u praksi najé¢eS¢e primjenjuju tehnike linearne, ciklicke te
diferencijalne impulsne voltametrije. Kao radne elektrode koriste se staklena ili grafitna
elektroda dok se kao referentna elektroda koristi srebrna elektroda.'™

2.4.4.3. Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti

Za odredivanje preciznog sastava i sadrzaja fenola u ekstraktima koZzica grozda najcesce se

T : 87,92,109-115,118,136,138,151
primjenjuje tehnika HPLC.** R

Na ucinkovitost metode HPLC utjecu
slijede¢i faktori: sastav nepokretne i pokretne faze, uvjeti eluacije te nacin detekcije analita.
Za odredivanje pojedinih fenola u ekstraktima kozica bobica grozda primjenjuju se sustavi
obrnutih faza uz oktadecilsilicijev dioksid (C;g) kao najéeS¢e koriStenu nepokretnu
fazy *ORI0 LIS SN E61T g3 ove nepokretne faze mogu se koristiti i monolitne
kolone koje su nacinjene od poroznog materijala u jednom komadu. Primjena ovakvih kolona
omogucava brzi protok pokretne faze koji moze biti i do 5 mL min”' ¢ime se skracuje vrijeme
analize i uravnoteZivanje kromatografskog sustava.'”' Danas na trzistu postoje specijalne
kolone s nepokretnom fazom nacinjenom od nanocestica sacinjenih od ¢vrste jezgre silikagela
koja je oblozena poroznim slojem polimera (engl. Core Shell). Primjenom takvih kolona

moze se poboljsati selektivnost i razlucivanje uz istovremeno postizanje vrlo niskih granica

detekcije i velike ponovljivosti.*® Za razdvajanje fenola mogu se koristiti i kolone s
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mjeSovitom nepokretnom fazom koja posjeduje ionsko-izmjenjivacka 1 hidrofobna svojstva.
Ovakva nepokretna faza sadrzi osnovne pozitivho nabijene skupine koje su ugradene u
hidrofobni lanac, a ¢ijom se uporabom mogu dobro razdvojiti antocijanini.'>

Gradijentno eluiranje uz uporabu dvaju sustava otapala najcesce je primijenjeni nacin
eluiranja pri analizi fenola. Jedno od otapala je polarno koje se sastoji od vodene otopine
octene, fosforne ili mravlje kiseline, dok drugo otapalo ¢ine zakiseljeni metanol ili acetonitril.
Protok je pokretne faze u rasponu od 0,2 mL min~' do 2,5 mL min~', a volumen injektiranog
uzorka od 2 L do 20 pL B92109-115.118.119,136,137

Fenolni su spojevi dobri kromofori te ovisno o skupini kojoj pripadaju imaju
apsorpcijske maksimume u Sirokom rasponu valnih duljina od 280 nm do 530 nm
(Tablica 2.5) pa se za njihovu detekciju najceScée koristi detektor s nizom dioda (engl. Diode
Array Detector, DAD).87’92’109’110’“2'“5’“8’119’137 Flavan-3-oli, stilbeni te neke hidroksicimetne
1 hidroksibenzojeve kiseline su i fluorofori koji posjeduju karakteristicne pobudne i1 emisijske
spektre (Tablica 2.5) pa se mogu odrediti primjenom fluorescencijskog detektora (engl.
Fluorescence Detector, FLD) ¢ime se postize vrlo selektivan nadin analize. Kao detektor
moze se koristiti i elektrokemijski detektor (engl. Electrochemical Detector, ED) uz radnu
elektrodu nacinjenu od staklastog ugljika i srebrnu elektrodu kao referentnu elektrodu.®*'*

Vezani sustav HPLC-MS primjenjuje se za identifikaciju pojedinih sastavnica u
ekstraktima kozica bobica grozda, a pri ¢emu se koriste blage ionizacijske tehnike kao Sto su
ionizacija elektrorasprSenjem (engl. Electrospray lonization, ESI) te kemijska ionizacija pri
atmosferskom tlaku (engl. Atmospheric Pressure Chemical lonization, APCI). Za detekciju
antocijanina primjenjuje se pozitivna ESI, dok se za detekciju ostalih skupina fenola koristi
negativan nacin ionizacije. Svaki pojedinacni fenol ima karakteristicne molekulske ione kao 1

fragmente na temelju kojih je moguée odrediti njegovu strukturu (Tablica 2.5).%123-1%
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Tablica 2.5. Spektralne karakteristike pojedinih fenola

[M-H] [M-H]" DAD FLD
Spoj (Fragment (Fragment /nm Jex / MM Amax / NIM
MS’m/z) MS’m/z) Aem/ NN
Delfinidin-3-O- 465 (303) 518 277,342, 525
glukozid
Cijanidin-3-O- 449 (287) 518 279,516
glukozid
Petunidin-3-0O- 479 (317) 518 277,347, 525
glukozid
Peonidin-3-0O- 463 (301) 518 280, 516
glukozid
Malvidin-3-0- 493 (331) 518 2717, 348, 528
glukozid
Peonidin-3,5-0- 625 (301) 518 280, 516
diglukozid
Malvidin-3,5-O- 655 (331) 518 275, 524
diglukozid
Cijanidin-3,5-0- 611 (449) 518 279, 516
diglukozid
Delfinidin-3,5-O- 627 (303) 518 271, 525
diglukozid
Miricetin-3-O- 479 (317) 360 261,300(s),349
glukozid
. 609 (301, 179, 151) 360 256, 264 (s),
Rutin 300 (s), 353
Kvercetin-3-O- 463 (301) 360 256, 300(s), 354
glukuronid
Kvercetin-3-O- 463 (301) 360 256, 265 (s),
glukozid 295(s), 353
Kemferol- 3-O- 447 (285) 360 265,300(s),346
glukozid
Izoramnetin-3-O- 477(315) 360 255, 265(s),
glukozid 297(s), 354
Kvercetin 301 (151,179) 360 264; 320 254,369
Kemferol 285 (257, 151, 169) 360 268; 322 265, 364
Miricetin 317 (151, 179) 360 268; 370 266, 304, 375
Procijanidin B1 577 (407, 425, 280 225; 320 265
451,429)
Epigalokatehin 305 (125, 179) 280 225; 320 278
Katehin 289 (245, 205, 179) 280 225;320 277
Procijanidin B2 577 (407, 425, 280 225;320 265
451,429)
Epikatehin 289 (245, 205, 179) 280 225;320 277
Epikatehingalat 441 (289, 169) 280 278
Galna kiselina 169 (125) 280 278; 366 272
Siringinska kiselina 197 (182, 153) 280 225; 365 272
Kaftarinska kiselina 312 (149) 320 298, 328
Kafeinska kiselina 179 (135) 320 262; 426 298, 327
p-Kumarinska 163 (119) 320 260; 422 298, 310
Ferulinska kiselina 193 (134, 149, 179) 320 260; 422 297,313
trans-Resveratrol 227 (185, 159) 308 225; 392 306-316
frans-Resveratrol-3- 389 (227) 308 225392 306-316

O-glukozid
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2.5. Primjena multivarijantnih statisticCkih tehnika wu optimiranju

ekstrakcije fenola

Optimiranje u analitickoj kemiji moZe se definirati kao odredivanje uvjeta nekog postupka pri
¢emu se dobivaju najbolji moguéi rezultati (odzivi). Tradicionalno, optimiranje se provodi
odredivanjem utjecaja jednog po jednog faktora na konac¢ni rezultat (engl. One-Variable-at-a-
Time, OVAT), a $to znaci da se vrijednosti pojedinog ispitivanog faktora mijenjaju dok se
vrijednosti ostalih faktora odrzavaju stalnima. Ovakav nacin optimiranja iziskuje provodenje
velikog broja pokusa nN* gdje je n broj ukljuenih ponavljanja, N broj razina pojedinog
faktora, a k broj faktora. Tako npr. za pokus u kojem se ispituje utjecaj triju faktora na tri
razine uz dva ponavljanja potrebno je provesti 54 pokusa. Drugi nedostatak ovakvog nacina
optimiranja je da on ne ukljucuje interakcijske ucinke ispitanih faktora na rezultat. Ovi
problemi tijekom optimiranja postupka ekstrakcije mogu se prevladati primjenom
multivarijantnih statistickih tehnika odnosno eksperimentalnog dizajna (engl. Design of
Experiment, DoE), a pri ¢emu se naj¢esce koristi metodologija povrSina odziva (engl.
Response Surface Methodology, RSM). Metodologija RSM skup je matematickih i statisti¢kih
tehnika koje se temelje na pristajanju polinomne jednadzbe eksperimentalnim podacima, a
koja mora opisati ponasanje skupa podataka pomocu statistickog predvidanja. Postoje brojni
dizajni za kvadratne povrSine odziva kao $to su srediStem osmisljen dizajn (engl. Central
Composite Design), potpuni faktorijski dizajn (engl. Full Factorial Design), djelomicni
faktorijski dizajn, zvjezdasti dizajn (engl. Star Design), Doehlertov dizajn, Box-Behnkenov
dizajn (BBD) itd. Od navedenih dizajna za optimiranje postupka ekstrakcije najCesce se
primjenjuje BBD. Cilj primjene RSM istovremeno je optimiranje razina nekolicine faktora uz
postizanje najbolje ucinkovitosti sustava uz provodenje malog broja eksperimenata, a pri
¢emu se uzimaju u obzir i interakcijski ucinci pojedinih faktora. Optimiranje putem RSM
sastoji se od slijedecih koraka'’:

1) odabira neovisnih faktora, a koji mogu biti numericki (poprimaju kontinuirane vrijednosti)
1/ili kategoricki (poprimaju diskretne vrijednosti);

2) odabira eksperimentalnog dizajna i1 provodenja pokusa u skladu s odabranom
eksperimentalnom matricom. Prilikom primjene BBD faktori se podeSavaju na tri razine tako
da su razmaci izmedu tih razina jednaki, a potrebno je provesti 2k(k—1)+c, pokusa, gdje je k
broj faktora, a ¢, broj srediSnjih tocaka. Ponavljanja se provode samo za srediSnje tocke, a
njihov je broj obic¢no tri, pa je za pokus u kojem se ispituje utjecaj triju faktora na tri razine s

tri ponavljanja u sredi$njoj tocki potrebno provesti svega 15 eksperimenata;
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3) matematiCko-statisticke obrade eksperimentalno dobivenih podataka pomocu polinomne
funkcije (1) za odziv Y
Y= Bo + ZBix; + ZPiprat ZPixi” (i=1,2...k) (2.1)
Bo, Bi, Bii 1 Bij su odsjecak te koeficijenti za linearne, kvadratne odnosno interakcijske ucinke,
x; 1x; su razine faktora;
4) evaluacije prikladnosti dobivenog modela, a pri ¢emu se uzimaju u obzir p-vrijednost
modela koja mora biti manja od 0,05; p-vrijednost nedostatka prikladnosti (engl. Lack of Fit)
koja mora biti veéa od 0,05, koeficijent determinaciji R’, prilagodeni R’ i predvideni R’ &ije
vrijednosti moraju biti §to blize 1;
5) dobivanja optimalnih vrijednosti za svaki ispitani faktor. Kada je potrebno istovremeno
uzeti u obzir viSe dobivenih odziva te kada je neophodno na¢i odgovaraju¢i kompromis
izmedu svih odziva primjenjuje se Derringerova funkcija ili funkcija pozeljnosti
(engl. Desirability Function). Kada se dobivanje optimalnih uvjeta ekstrakcije temelji na
dobivanju maksimalnih odziva Y, pojedinacne poZeljnosti (d) za maksimalnu vrijednost (7)
mogu se opisati jednadzbom (2):
Oakoje Y <1
d={ G=)° akoje L<Y<T (2.2)
lakoje Y>T

gdje je L najmanja prihvatljiva vrijednost odziva, a s njegova srednja vrijednost. Kada su
odredene pojedinacne funkcije poZzeljnosti one se kombiniraju primjenom jednadzbe za
dobivanje geometrijske srednje vrijednosti (3), a pri ¢emu se dobiva ukupna pozeljnost (D):

D = (dydy ...dy)"™ (2.3)
6) potvrde modela uz provodenje pokusa s dobivenim optimalnim vrijednostima za svaki
pojedini faktor. Usporedbom eksperimentalno dobivenih vrijednosti odziva za dane uvjete s

onima predvidenim dizajnom dobiva se uvid u to¢nost i preciznost dobivenog modela.
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3. MATERIJALI I METODE
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3.1. Kemikalije, instrumenti i pribor

Kemikalije

Kemikalije stupnja Cistoce pro analysis: borna kiselina, kalcijev klorid heksahidrat,
volumetrijska otopina natrijevog hidroksida 1 M, aceton i etanol proizvodi su Kemike,
Zagreb, Hrvatska.

Kemikalije stupnja Cistoce puriss.: 85%-tna ortho-fosforna kiselina 1 mravlja kiselina
nabavljene su od tvrtke Riedel-de Haén, Seelze, Njemacka.

Otapala HPLC Ccistoc¢e: acetonitril 1 metanol pribavljeni su od tvrtke J. T. Baker,
Deventer, Nizozemska.

Enzimski pripravci: Endozym Rouge i Endozym Contact Pelliculire nabavljeni su od
tvrtke AEB Group, Brescia, Italija.

Enzimski pripravei: Lallzyme EX-V i1 Lallzyme HC proizvodi su tvrtke Lallemand
Inc., Montreal, Kanada.

Morski pijesak cCistoe pro analysis nabavljen je od tvrtke Merck, Darmstadt,
Njemacka

SepraPhenyl proizvod je tvrtke Phenomenex, Torrance, CA, SAD

Amberlite XAD-2, pribavljen je od tvrtke Supelco Analytical, Bellefonte, PA, SAD

Instrumenti i pribor

Tekuéinski kromatograf visoke djelotvornosti s automatskim uzorkivacem ,,Agilent
1100” opremljen grijacem kolone, detektorom s nizom dioda i1 fluorescencijskim
detektorom serije Agilent 1200, Agilent Technologies, Palo Alto, CA, SAD

Analiticka vaga ,,Sartorius CP225D*, Sartorius, Goettingen, Njemacka

Ultrazvucna kupelj ,,Sonorex RK 100H”, Bandelin, Berlin, Njemacka

Rotacijski upariva¢ ,,HEI-VAP Advantage”, Heidolph Instruments, Schwabach,

Njemacka

Magnetna mijesalica ,,RCT basic”, IKA, Staufen, Njemacka

Membranski filtri od PTFE velicine pora 0,22 um, Phenomenex, Torrance, CA, SAD

Vodena kupelj ,,WBU 45”, Memmert, Schwabach, Njemacka

Sustav za filtriranje pokretne faze, Supelco Analytical, Bellefonte, PA, SAD

Membranski filtri, celulozni, za filtriranje pokretne faze, veliCine pora 0,45 um,

Advantec, Japan

pH-metar ,,Lab 850, Schott Instruments, Mainz, Njemacka
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e Centrifuga ,,Centric 322A*, Tehtnica, Zeleznik, Slovenija

e Uredaju za mikrovalnu ekstrakciju 1 digestiju, ,,MarsX“, CEM, Matthews, NC, SAD

e Aluminijsko postolje za posudice za ekstrakciju, Supelco Analytical, Bellefonte, PA,
SAD

e Vakumska stanica za ekstrakciju na ¢vrstoj fazi za dvanaest uzoraka, Phenomenex,
Torrance, CA, SAD

e Liofilizator, Martin Christ Gefriertrocknungaslangen GmbH, Osterode am Harz,
Njemacka

e Dehidrator za susenje hrane ,,FDK24DW*, Gorenje, Gornje Velenje, Slovenija

e Mlinac za kavu ,,SMK150%, Gornje Velenje, Slovenija

e Mikrovalna pe¢nica ,,MO20MW*, Gornje Velenje, Slovenija

3.2. Uzorci grozda

Sorta 'Regent' meduvrsni je krizanac sa slozenim pedigreom (Slika 3.1) nastala 1967. g. u
Julius Kiithn Institute pod vodstvom profesora Gerhardta Alleweldta. Roditelji ove sorte su
'Diana' i 'Chambourcin'. Nakon provedenih brojnih istrazivanja 1994. g. priznata je kao nova
sorta te mijenja ime iz sjemenjak Gf. 67-198-3 u 'Regent'. S obzirom da sadrzi dio genetskog
materijala americkih vrsta loze, posjeduje odredenu otpornost prema gljivicnim bolestima kao
Sto su plamenjaca, pepelinica 1 siva plijesan pa je pogodna za ekoloski uzgoj. Ova sorta dobro
podnosi niske temperature tako da se moZe uzgajati u Njemackoj, Svedskoj, Belgiji,
Svicarskoj, Velikoj Britaniji, Kanadi te hladnijim predjelima SAD-a."*® Sukladno ,,Pravilniku
o nacionalnoj listi priznatih kultivara vinove loze* iz 2014. g. 'Regent' postaje preporuc¢ena
sorta za proizvodnju vina i drugih proizvoda od grozda za podregije PleSevica, Pokuplje,
Zagorje-Medimurje, Moslavina te Prigorje-Bilogora. Grozd je vrlo malen, srednje zbijen i1
stozastog oblika (Slika 3.2). Ova sorta osim §to sadrzi vrlo velike masene udjele pojedinih
fenolnih spojeva uz antocijanidin-3-O-monoglukozide sadrzi 1 antocijanidin-3,5-O-
diglukozide pa je stoga prikladna 1 za izuCavanje fizikalno-kemijskih razlika izmedu

navedenih oblika antocijanina.

62



REGENT
|

DIANA CHAMBOURCIN
% MULLER- S.V.12-417 CHANCELLOR
Zz THURGAU |
< |
€ | | | |
170
SEIBEL 6468 SUBEREUX SEIBEL 5163 SEIBEL 880
SEIBEL 4614  SEIBEL 3011 SEIBEL 4595 SEIBEL 4199 GAILLARD 2 CINSAUT = BAYARD @ cals
| SEIBEL :
l l Al
BAYARD = % SEIBEL 405 SEIBEL 85 NOUVEAU NOAH ALICANTE 2 Py z
=3 | | BAYARD GANZIN 3 EMILY BOER g
o A = 2
LN ﬁ < g ] g :
& VIVARAIS > SEIBEL 14 SEIBEL 2 oA =
3 § GANZIN 1 GANZIN 1 OTHELLO =
Qo
E m | =R
3 22
S &
=
z ALICANTE =
e HENRI 9 CLINTON §§ Z &
g BOUSCHET 2 ;2 s =
‘J“ | % | %
= @ & = = )
2 EEIMCPEIPmEE R 2 l2ls| I3 1<l 4Ll 121 |4l 1< 1L e
[
8[—;‘<z§:~z Haéﬁhh % Ehhéﬂgﬁgﬁgéﬁﬁéﬁhal—';é
S| RIS E N E R B EEERE R EERE A S e ERE R E N EREREIEIE IR EIE
2 EIEIE EIESIRINE EEIEIE SlElZRE e EREIEREIEIEIEIEIEREREREIEIE|E!ElE
=== @) == 1= =020z 2z =0 2] > =(1= 1=l =] (=212 (2] =012 2= (2 12 12 ] = =)< |12
NEINININE SIS N S SIS 1 EUENHENF] IFNE] EENENFELE E] E = EE

Slika 3.2. Grozd sorte 'Regent’

Uzorci grozda sorte 'Regent' 2012., 2013. 1 2014. g. uzeti su u fazi pune zrelosti iz
pokusnog nasada meduvrsnih krizanaca na znanstveno-nastavnom pokusaliS§tu Jazbina
Agronomskog fakulteta u Zagrebu, koje je smjeSteno na juznim obroncima Medvednice, a
ubraja se u Zagrebacko vinogorje, podregiju Prigorje-Bilogora regije Zapadna kontinentalna

Hrvatska. Razmak sadnje unutar reda iznosi 0,8 m, a izmedu redova 2,0 m, a §to odgovara
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sklopu od 6250 trsova po hektaru. Sorta je cijepljena na podlogu SO4 (V. berlandieri x V.
riparia) te je formiran uzgojni oblik jednokraki ili jednostruki Gyot.

U svrhu dobivanja S§to homogenijeg uzorka bobica grozda proveden je postupak
flotacije. Bobice su Skaricama odvojene od grozdova na priblizno 1 mm od cvjetista pri cemu
su zadrzani mali dio petelj¢ice, jastuci¢ te Cetkica. Postupak flotacije proveden je uzastopnim
uranjanjem bobica u vodene otopine saharoze masenih koncentracija 235 g L™!, 250 g L™/,
265 g L' te 280 g L' pocevsi od otopine najnize masene koncentracije. Navedene masene
koncentracije vodenih otopina saharoze odgovaraju gustocama od 1,088 g mL™,
1,004 g mL™", 1,099 ¢ mL™' odnosno 1,104 g mL™". Uranjanjem bobica grozda u vodenu
otopinu saharoze gusto¢e 1,088 g mL™ bobice se razdvajaju u skladu sa svojom gustoéom.

Bobice iste gustoce kao 1 otopina otplutaju na povrsinu otopine, a one vece gustoce potonu na

dno (Slika 3.3).

Slika 3.3. Postupak flotacije bobica grozda

Potonule bobice potom se uranjaju u otopinu veée gustoée (1,094 g mL™") pri emu dolazi do
ponovnog razdvajanja s obzirom na njihovu gusto¢u. Postupak je proveden i za preostale
dvije otopine saharoze.

Za potrebe provedbe optimiranja postupka susSenja, pohranjivanja, ekstrakcijskih
tehnika te odredivanja stabilnosti ekstrakata koriStena je najzastupljenija frakcija tj. frakcija s
rasponom gustoéa od 1,094 g mL™' do 1,099 g mL™" to odgovara sadrzaju $eéera od 80 °Oe.
Za potrebe optimiranja postupka suSenja uzeto je 450 g homogenih bobica koje su potom
podijeljene u 15 poduzoraka mase 30 g. Ukupna masa od 720 g homogenih bobica

razdijeljena je u 24 poduzorka mase 30 g, a koriStena je za potrebe optimiranja metode za
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odmrzavanje uzoraka bobica grozda. Za optimiranje pojedinih ekstrakcijskih tehnika te za

odredivanje stabilnosti ekstrakata uporabljena je masa od 2 kg homogenih bobica grozda.

3.3. Optimiranje postupka priprave uzoraka

3.3.1. Optimiranje metode za suSenje uzoraka
Kozice bobica svih 15 poduzoraka odvojene su od ostatka bobice te su izvagane u svrhu
odredivanja mase svjezih kozica. Po 3 poduzorka potom su podvrgnuta razli¢itim nac¢inima
susenja (Tablica 3.1), dok je jedna skupina od 3 poduzorka homogenizirana i ekstrahirana u
svjezem obliku. Nakon provedenog postupka susenja, kozice bobica grozda ponovno su
izvagane (masa suhih kozica). Kozice su potom usitnjene pri ¢emu je dobiven prah veliine

Cestica u rasponu od 125 pm do 250 um.

Tablica 3.1. Primijenjene tehnike suSenja kozica bobica grozda

Metoda 2/°C t Broj poduzoraka
Liofilizacija -30 72 h 3
Susenje na zraku +25 7 dana 3
Susenje u dehidratoru +60 18 h 3

Prinos susenja (engl. Drying Yield, DY) za svaku pojedinu metodu suSenja izracunat je

prema jednadzbi 3.1:

m (suhih kozica
py=21 )

m (svje zih koZica)

x 100 (3.1)

Ukupna suha tvar (engl. Total Dry Matter, TDM) te vlaznost preostala nakon suSenja
(engl. Residual Moisture, RM) odredeni su iz preostala 3 poduzorka, suSenjem svjezih kozica
u susioniku pri 135 °C u trajanju od 2 h. Vrijednosti 7DM 1 RM izracunate su prema jednadzbi

3.2 odnosno 3.3:

m (suhih koZica)

TDM=

x 100 (3.2)

m (svje Zih koZica)

RM=TDM — m (suhih kozica) (3.3)

Za potrebe ekstrakcije svakog poduzorka, uzeto je 500 mg suhog praha kozica, dok je

preostali dio pohranjen pri sobnoj temperaturi na mrachom mjestu u bo¢icama za uzorke
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opremljenim s teflonskim ¢epovima u periodu od 6 mjeseci, nakon ¢ega su uzorci ekstrahirani
1 analizirani. Pohranjeni ostatak koriSten je za odredivanje stabilnosti suhih uzoraka dobivenih

razli¢itim metodama susenja.

3.3.2. Optimiranje metode za pohranjivanje uzoraka
Poduzorci (24) pohranjeni su u zamrzivacu na —20 °C u trajanju od Sest mjeseci. KoriStena su
dva nacina zamrzavanja uzorka bobica grozda. Zamrznute su bobice sa jastuci¢em kao i one
bez njega. Za oba nacina zamrzavanja provedena su cetiri na¢ina odmrzavanja (Tablica 3.2).
Nakon provedenog odmrzavanja odredenom metodom, kozice su odvojene od ostatka bobice
grozda te su potom suSene na zraku pri sobnoj temperaturi u trajanju od 7 dana. Suhe kozice
su usitnjene i dobiven je prah veli¢ine Cestica u rasponu od 125 um do 250 pm koji je potom

ekstrahiran.

Tablica 3.2. Postupci odmrzavanja uzoraka

Nacdin odmrzavanja Broj Kratak opis tretmana
poduzoraka
Zamrznuto skidanje 3 Skidanje kozice sa zamrznutih bobica bez jastucica
Sobna temperatura 3 Odmrzavanje bobica bez jastuci¢a na zraku pri sobnoj
temperaturi (25 °C) u trajanju od 1,5 h
Mikrovalna 3 Odmrzavanje bobica bez jastuc¢i¢a u mikrovalnoj peénici
(100 W) u trajanju od 1 min
Hladnjak 3 Odmrzavanje bobica bez jastuci¢a u hladnjaku (4 °C) u
trajanju od 15 h
Zamrznuto skidanje jastu¢i¢ 3 Skidanje kozice sa zamrznutih bobica s jastu¢i¢em
Sobna temperatura jastuci¢ 3 Odmrzavanje bobica s jastu¢i¢em na zraku pri sobnoj
temperaturi (25 °C) u trajanju od 1,5 h
Mikrovalna jastucic¢ 3 Odmrzavanje bobica s jastu¢i¢em u mikrovalnoj peénici
(100 W) u trajanju od 1 min
Hladnjak jastuci¢ 3 Odmrzavanje bobica s jastu¢icem u hladnjaku (4 °C) u

trajanju od 15 h

3.3.3. Metoda ekstrakcije
Na uzorak mase 500 mg dodano je 10 mL ekstrakcijskog otapala (EtOH:H,O:FA=70:29:1,
v:v.:v). Ekstrakcijska smjesa ostavljena je na maceraciji 24 sata te je potom centrifugirana pri
3600 okretaja u minuti u trajanju od 15 minuta. Dobiveni supernatant odvojen je od taloga, a

na preostali talog ponovno je dodano 10 mL ekstrakcijskog otapala. Dobivena ekstrakcijska
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smjesa podvrgnuta je UAE u trajanju od 15 minuta. Smjesa je potom ponovno centrifugirana,
a dobiveni je supernatant odvojen i spojen s prvim. Dobiveni ekstrakt uparen je primjenom
rotacijskog uparivaca pri 35 °C. Ostatak preostao nakon otparavanja etanola kvantitativano je
prebacen u odmjernu tikvicu od 10 mL te nadopunjen do oznake 0,5 %-tnom vodenom
otopinom fosforne kiseline. Ekstrakti su filtrirani pomo¢u membranskih filtara i analizirani

primjenom metode HPLC.

3.4. Optimiranje ekstrakcijskih tehnika
Kozice su odvojene od ostatka bobice te su potom suSene na zraku pri sobnoj temperaturi u
trajanju od 7 dana. Suhe su kozice potom usitnjene, a za potrebe optimiranja pojedinih

ekstrakcijskih tehnika koriSten je suhi prah s veli¢inom cestica u rasponu od 125 pm do

250 pm.

3.4.1. Ekstrakcija ¢vrsto-tekuée
Svi pokusi su provedeni na magnetskoj mijeSalici pri 400 okretaja u minuti. Po zavrSetku
ekstrakcije smjesa je centrifugirana pri 3600 okretaja u minuti u trajanju od 15 min, a
dobivenim supernatantima uklonjeno je organsko otapalo primjenom rotacijskog uparivaca pri
35 °C. Ekstrakti su potom kvantitativno prebaceni u odmjernu tikvicu od 10 mL u koju je
zatim do oznake dodana 0,5 %-tna vodena otopina fosforne kiseline.
3.4.1.1. Odredivanje raspona trajanja ekstrakcije
Za potrebe odredivanje optimalnog raspona trajanja ekstrakcije kao ekstrakcijsko otapalo
koriStena je smjesa EtOH:H,O:FA=70:29:1, v:v:v. Omjer mase uzorka 1 volumena
ekstrakcijskog otapala (omjer faza) bio je 1:40 g mL™' odnosno masa uzorka bila je 250 mg uz
volumen otapala od 10 mL, a svi su pokusi provedeni pri 30 °C u jednom ekstrakcijskom
koraku. Vrijeme trajanja ekstrakcije bilo je 30 min, 1 h, 2 h,3 h, 4 h, 6 h, 8 h, 16 h, 20 h te
24 h.
3.4.1.2. Odredivanje broja ekstrakcijskih koraka
Kao ekstrakcijsko otapalo koristena je smjesa EtOH:H,O:FA=70:29:1, v:v.v, uz omjer faza od
1:40 g mL™", pri temperaturi od 30 °C i ukupnom trajanju od 2 h, dok se broj ekstrakcijskih
koraka mijenjao te je bio jedan, dva odnosno tri. Uvjeti ekstrakcije prikazani su u tablici 3.3.

Po zavrSetku ekstrakcije supernatanti su spojeni.
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Tablica 3.3. Uvjeti ekstrakcije

Broj ekstrakcijskih koraka Volumen otapala dodan po Trajanje ekstralfcije po
koraku / mL koraku / min

1 10 120

2 1. korak 5 1. korak 60
2. korak 5 2. korak 60
1. korak 4 1. korak 40

3 2. korak 3 2. korak 40
3. korak 3 3. korak 40

3.4.1.3. Odredivanje omjera faza
Sve su ekstrakcije provedene u jednom ekstrakcijskom koraku uz smjesu
EtOH:H,0:FA=70:29:1, v:v:v kao ekstrakcijsko otapalo pri temperaturi od 30 °C u trajanju

od 2 h, dok su se omjeri faza mijenjali (Tablica 3.4).

Tablica 3.4. Kori$teni omjeri faza, volumeni ekstrakcijskog otapala i mase uzorka

V (Ekstrakcijsko otapalo) /

Omjer faza /g mL™" m (Uzorak) / mg

mL
1:40 10 250
1:60 10 165
1:80 10 125

3.4.14.  Optimiranje postupka ekstrakcije cvrsto-tekuce primjenom Box-Behnkenovog
eksperimentalnog dizajna

Za potrebe optimiranja metode SLE koriSteni su slijedeci uvjeti ekstrakcije koji su u svim
provedenim pokusima bili stalni: masa uzorka od 125 mg, volumen ekstrakcijskog otapala od
10 mL te jedan ekstrakcijski korak. Osim vode 1 odredenog organskog otapala u danim
volumnim udjelima, ekstrakcijska su otapala sadrzavala i 1 % mravlje kiseline. Primjenom
BBD ispitan je ucinak triju numerickih faktora (udio organske faze u ekstrakcijskom otapalu,
temperatura ekstrakcije te vrijeme ekstrakcije) te jednog kategorickog faktora (vrsta
organskog otapala) na maseni udio antocijanina, flavonola te flavan-3-ola. Navedena cetiri
neovisna faktora ispitana su na tri razine (Tablica 3.5), a pri ¢emu je provedeno 45 pokusa sa

razli¢itim uvjetima ekstrakcije (Tablica 3.6).
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Tablica 3.5. KoriSteni neovisni faktori i njihove razine u BBD za optimiranje metode SLE

Faktori Razine faktora
Kodirane razine -1 0 1
A: Udio organskog otapala (%) 20 50 80
B:Temperatura ekstrakcije (°C) 30 45 60
C: Vrijeme ekstrakcije (h) 1 2 3
D: Vrsta organskog otapala ACN EtOH ACE

Tablica 3.6. Uvjeti za provedbu SLE pokusa primjenom BBD

Broj @ (Organska g/°C t/h Vrsta organskog
faza) / % otapala
1 50 60 1 EtOH
2 80 60 2 ACE
3 50 60 1 ACN
4 80 45 3 EtOH
5 50 30 1 EtOH
6 50 30 1 ACN
7 80 30 2 ACE
8 20 30 2 ACN
9 80 45 1 ACE
10 80 45 3 ACN
11 50 30 3 ACE
12 50 45 2 EtOH
13 50 45 2 EtOH
14 20 45 1 ACE
15 80 30 2 ACN
16 50 60 3 ACN
17 80 60 2 EtOH
18 50 60 3 ACE
19 50 45 2 ACN
20 80 45 1 ACN
21 50 30 3 ACN
22 50 45 2 ACN
23 20 60 2 ACE
24 20 60 2 ACN
25 50 30 1 ACE
26 20 45 3 ACE
27 50 30 3 EtOH
28 80 45 3 ACE
29 80 60 2 ACN
30 20 45 3 EtOH
31 80 45 1 EtOH
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Tablica 3.6. Uvjeti za provedbu SLE pokusa primjenom BBD [Nastavak]

. @(Organska o Vrsta organskog
Broj faza) / % 9/°C t/h otapala
32 50 45 2 EtOH
33 50 45 2 ACE
34 50 45 2 ACN
35 50 60 1 ACE
36 20 30 2 ACE
37 20 45 1 ACN
38 20 60 2 EtOH
39 20 45 3 ACN
40 20 30 2 EtOH
41 50 45 2 ACE
42 50 45 2 ACE
43 80 30 2 EtOH
44 20 45 1 EtOH
45 50 60 3 EtOH

3.4.2. Ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija
Svi su pokusi provedeni u ultrazvucnoj kupelji volumena 2 L (unutarnjih dimenzija
24 cm % 14 cm X 10 cm) uz stalnu ultrazvucnu snagu i frekvenciju od 320 W odnosno
35 kHz. Po zavrSetku ekstrakcije smjesa je centrifugirana pri 3600 okretaja u minuti u trajanju
od 15 min, a dobivenim supernatantima uklonjeno je organsko otapalo primjenom rotacijskog
uparivaca pri 35 °C. Ekstrakti su potom kvantitativno prebaceni u odmjernu tikvicu od 10 mL
u koju je zatim do oznake dodana 0,5 %-tna vodena otopina fosforne kiseline.
3.4.2.1. Odredivanje raspona trajanja ekstrakcije
Za potrebe odredivanje optimalnog raspona trajanja ekstrakcije, kao ekstrakcijsko otapalo
koristena je smjesa EtOH:H,O:FA=70:29:1, v:v:v. Omjer mase uzorka 1 volumena
ekstrakcijskog otapala (omjer faza) bio je 1:40 g mL™' odnosno masa je uzorka bila 250 mg uz
volumen otapala od 10 mL, a svi pokusi provedeni su pri 50 °C u jednom ekstrakcijskom
koraku. Vrijeme trajanja ekstrakcije bilo je 3 min, 5 min, 10 min, 15 min, 30 min, 45 min,
60 min te 90 min.
3.4.2.2. Odredivanje broja ekstrakcijskih koraka
Kao ekstrakcijsko otapalo koristena je smjesa EtOH:H,O:FA=70:29:1, v:v.v, uz omjer faza od
1:40 g mL™', pri temperaturi od 50 °C i ukupnom trajanju od 15 min, dok se broj

ekstrakcijskih koraka mijenjao te je bio jedan, dva odnosno tri. Uvjeti ekstrakcije prikazani su
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u tablici 3.7. Po zavrSetku ekstrakcije supernatanti dobiveni primjenom dva odnosno tri

koraka su spojeni.

Tablica 3.7. Uvjeti ekstrakcije

Broj ekstrakcijskih koraka Volumen otapala dodan po Trajanje ekstralfclje po
koraku / mL koraku / min

1 10 15

) 1. korak 5 1. korak 7,5
2. korak 5 2. korak 7,5
1. korak 4 1. korak 5

3 2. korak 3 2. korak 5
3. korak 3 3. korak 5

3.4.2.3. Odredivanje omjera faza
Sve su ekstrakcije provedene u jednom koraku uz smjesu EtOH:H,O:FA=70:29:1, v:v.:v kao
ekstrakcijsko otapalo pri temperaturi od 50 °C u trajanju od 15 min, dok su se omjeri faza

mijenjali (Tablica 3.8).

Tablica 3.8. Koristeni omjeri faza, volumeni ekstrakcijskog otapala i mase uzorka

V (Ekstrakcijsko otapalo) /

Omjer faza /g mL™" m (Uzorak) / mg

mL
1:40 10 250
1:60 10 165
1:80 10 125

3.4.2.4. Optimiranje postupka ultrazvukom potpomognute ekstrakcije primjenom Box-
Behnkenovog eksperimentalnog dizajna

Za potrebe optimiranja metode UAE koriSteni su uvjeti ekstrakcije koji su u svim provedenim
pokusima bili stalni: masa uzorka od 125 mg, volumen ekstrakcijskog otapala od 10 mL te
jedan ekstrakcijski korak. Osim vode i odredenog organskog otapala u danim udjelima,
ekstrakcijska otapala sadrzavala su i 1 % mravlje kiseline. Primjenom BBD ispitan je u¢inak
triju numerickih faktora (udio organske faze u ekstrakcijskom otapalu, temperatura ekstrakcije
te vrijeme ekstrakcije) te jednog kategorickog faktora (vrsta organskog otapala) na maseni

udio antocijanina, flavonola te flavan-3-ola. Navedena Cetiri neovisna faktora ispitana su na

71



tri razine (Tablica 3.9), a pri ¢emu je provedeno 45 pokusa sa razli¢itim uvjetima ekstrakcije

(Tablica 3.10).

Tablica 3.9. Kori$teni neovisni faktori i njihove razine u BBD za optimiranje metode UAE

Faktori Razine faktora
Kodirane razine -1 0 1
A: Udio organskog otapala (%) 20 50 80
B:Temperatura ekstrakcije (°C) 50 60 70
C: Vrijeme ekstrakcije (min) 5 10 15
D: Vrsta organskog otapala ACN EtOH ACE

Tablica 3.10. Uvjeti za provedbu UAE pokusa primjenom BBD

@ (Organska Vrsta organskog

3 o
Broj faza) / % §1°C t/h otapala
1 50 70 15 EtOH
2 20 60 15 ACE
3 80 70 10 ACN
4 50 60 10 EtOH
5 20 60 15 EtOH
6 50 70 15 ACE
7 80 60 15 EtOH
8 50 60 10 ACN
9 80 60 5 ACN
10 20 70 10 EtOH
11 80 60 5 EtOH
12 80 70 10 ACE
13 50 50 5 EtOH
14 20 60 5 ACN
15 20 50 10 EtOH
16 50 60 10 ACE
17 50 50 15 ACE
18 50 60 10 EtOH
19 20 60 15 ACN
20 50 50 5 ACN
21 20 70 10 ACE
22 50 60 10 ACN
23 20 50 10 ACN
24 50 50 5 ACE
25 50 70 5 ACN
26 80 60 15 ACE
27 50 70 15 ACN
28 50 60 10 EtOH
29 80 60 5 ACE
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Tablica 3.10. Uvjeti za provedbu UAE pokusa primjenom BBD [Nastavak]

. @(Organska o Vrsta organskog
Broj faza) / % 9/°C t/h otapala
30 50 60 10 ACE
31 20 60 5 ACE
32 50 60 10 ACN
33 80 60 15 ACN
34 50 50 15 EtOH
35 80 50 10 EtOH
36 50 60 10 ACE
37 20 50 10 ACE
38 80 50 10 ACN
39 80 50 10 ACE
40 50 70 5 ACE
41 80 70 10 EtOH
42 20 70 10 ACN
43 50 70 5 EtOH
44 20 60 5 EtOH
45 50 50 15 ACN

3.4.3. Mikrovalovima potpomognuta ekstrakcija
Svi pokusi provedeni su u mikrovalnoj peénici uz snagu mikrovalova od 600 W. Po zavrSetku
ekstrakcije smjesa je centrifugirana pri 3600 okretaja u minuti u trajanju od 15 min, a
dobivenim supernatantima primjenom rotacijskog uparivaca pri 35 °C otpareno je organsko
otapalo. Ekstrakti su potom kvantitativno prebaceni u odmjernu tikvicu od 10 mL u koju je
potom do oznake dodana 0,5 %-tna vodena otopina fosforne kiseline.
3.4.3.1. Odredivanje raspona trajanja ekstrakcije
Za potrebe odredivanje optimalnog raspona trajanja ekstrakcije kao ekstrakcijsko otapalo
korisStena je smjesa ACN:H,O:FA=20:79:1, v:v:v. Omjer mase uzorka 1 volumena
ekstrakcijskog otapala (omjer faza) bio je 1:80 g mL™' odnosno masa je uzorka bila 125 mg uz
volumen otapala od 10 mL, a svi pokusi provedeni su pri 50 °C u jednom ekstrakcijskom
koraku. Vrijeme trajanja ekstrakcije bilo je 5 min, 10 min, 30 min, 45 min te 60 min.
3.4.3.2. Odredivanje omjera faza
Sve su ekstrakcije provedene u jednom ekstrakcijskom koraku uz smjesu
ACN:H,0:FA=20:79:1, v.v:v kao ekstrakcijsko otapalo pri temperaturi od 50 °C u trajanju od

15 min, dok su se omjeri faza mijenjali (Tablica 3.11).
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Tablica 3.11. Kori$teni omjeri faza, volumeni ekstrakcijskog otapala i mase uzorka

V (Ekstrakcijsko otapalo) /

Omjer faza / g mL™" m (Uzorak) / mg

mL
1:40 10 250
1:60 10 165
1:80 10 125

3.4.3.3.  Optimiranje postupka mikrovalovima potpomognute ekstrakcije primjenom Box-
Behnkenovog eksperimentalnog dizajna

Za potrebe optimiranja metode MAE koristeni su slijedec¢i uvjeti ekstrakcije koji su u svim
provedenim pokusima bili stalni: masa uzorka od 125 mg, volumen ekstrakcijskog otapala od
10 mL te jedan ekstrakcijski korak. Osim vode 1 odredenog organskog otapala u danim
udjelima, ekstrakcijska otapala sadrzavala su 1 1 % mravlje kiseline. Primjenom BBD ispitan
je ucinak triju numerickih faktora (udio organske faze u ekstrakcijskom otapalu, temperatura
ekstrakcije te vrijeme ekstrakcije) te jednog kategorickog faktora (vrsta organskog otapala) na
maseni udio antocijanina, flavonola te flavan-3-ola. Navedena tri neovisna numericka faktora
ispitana su na tri razine, dok je kategoricki faktor ispitan na dvije razine (Tablica 3.12), a pri

¢emu je provedeno 30 pokusa sa razli¢itim uvjetima ekstrakcije (Tablica 3.13).

Tablica 3.12. KoriSteni neovisni faktori i njihove razine u BBD za optimiranje metode MAE

Faktori Razine faktora
Kodirane razine -1 0 1
A: Udio organskog otapala (%) 20 50 80
B:Temperatura ekstrakcije (°C) 40 50 60
C: Vrijeme ekstrakcije (min) 5 10 15
D: Vrsta organskog otapala ACN EtOH
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Tablica 3.13. Uvjeti za provedbu MAE pokusa primjenom BBD

Broj 7 (Organska 8/°C t/h Vrsta organskog
faza) / % otapala

1 50 40 5 ACN
2 20 50 5 ACN
3 80 50 15 ACN
4 20 60 10 ACN
5 20 40 10 ACN
6 20 40 10 EtOH
7 80 50 15 EtOH
8 80 50 5 ACN
9 80 50 5 EtOH
10 50 40 15 ACN
11 50 40 15 EtOH
12 50 50 10 EtOH
13 20 50 15 EtOH
14 20 50 5 EtOH
15 50 60 15 EtOH
16 50 50 10 ACN
17 50 60 5 EtOH
18 80 40 10 EtOH
19 50 60 15 ACN
20 80 60 10 ACN
21 20 50 15 ACN
22 50 50 10 EtOH
23 80 60 10 EtOH
24 50 60 5 ACN
25 20 60 10 EtOH
26 50 50 10 ACN
27 50 40 5 EtOH
28 50 50 10 EtOH
29 80 40 10 ACN
30 50 50 10 ACN

3.4.4. Enzimima potpomognuta ekstrakcija
U svim provedenim pokusima masa praha kozica grozda bila je 125 mg dok je volumen
ekstrakcijskog otapala bio 10 mL. Kao ekstrakcijsko otapalo koriStena je otopina odredene
pH-vrijednosti u koju je dodan odredeni maseni udio jednog od enzimskih pripravaka.
Ekstrakcije su provedene na magnetskoj mijesalici pri 400 okretaja u minuti. Po zavrSetku
ekstrakcije enzimi su deaktivirani uranjanjem bocice s ekstraktom u vodenu kupelj pri

temperaturi od 90 °C u trajanju od 1 min. Nakon deaktivacije ekstrakti su ohladeni u ledenoj
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kupelji te centrifugirani pri 3600 okretaja u minuti. Supernatant kvantitativno je prebacen u
odmjernu tikvicu od 10 mL u koju je potom do oznake dodana 0,5 %-tna vodena otopina
fosforne kiseline.

3.4.4.1. Priprava otopina univerzalnog pufera

Za potrebe optimiranja metode EAE koriSteni su univerzalni puferi pH-vrijednosti 2,0; 3,5 te
5,0 priredeni mijeSanjem 1 L otopine borne, fosforne i octene kiseline mnoZzinskih
koncentracija 0,04 mol L' te otopine natrijevog hidroksida mnozinske koncentracije
0,2 mol L™ volumena 51 mL, 210 mL odnosno 350 mL. U pojedinim puferskim otopinama
pH-vrijednost odredena je pomoc¢u pH-metra. Za potrebe provedbe pokusa u kojima je bila
nuzna prisutnost kalcijevih iona mnozinske koncentracije 0,015 mol L™ u 1 L pufera
odredene pH-vrijednosti dodano je 3,29 g kalcijevog klorida heksahidrata.

3.4.4.2. Priprava otopina enzimskih pripravaka

U istrazivanju koriStena su Cetiri enzimska pripravka Lallzyme EV-X, Lallzyme HC,
Endozym Rouge te Endozym Contact Pelliculaire koji sadrze razli¢ite enzime s razliitim
aktivnostima (Tablica 3.14), a koji su izolirani iz vrste Aspergillus niger. Radne otopine
enzimskih pripravaka priredivane su svaki dan otapanjem 50 mg pojedinog enzimskog
pripravka u 100 mL otopina pufera odredene pH-vrijednosti koje su sadrzavale 0,015 mol L™
kalcijevih iona. Maseni udjeli enzimskih pripravaka izrazeni su kao mg pripravka po

g uzorka.

Tablica 3.14. Karakteristike uporabljenih enzimskih pripravaka: poligalakturonaza (PG), pektin
metilesteraza (PE) te pektinliaza (PL)

Glavna enzimska aktivnost

Naziv enzimskog

Celulaza i
ripravka -1 - -
prip PG/Ug PL/Ug PE/Ug hemicelulaza
Lallzyme EV-X 4000 120 1000 +++
Lallzyme HC 3500 100 800 ---
Endozym Rouge 3200 7100 700 -+
Endozym Contact 600 300 750 .

Pelliculaire

3.4.4.3. Odredivanje utjecaja kalcijevih iona
U pokusima su koriStene otopine pufera pH-vrijednosti 3,5 sa i bez dodatka kalcijevih iona
mnozinske koncentracije 0,015 mol L', uz temperaturu i vrijeme inkubacije od 40 °C

odnosno 2 h i maseni udio pripravka Lallzyme EX-V od 15 mg g
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3.4.4.4. Odredivanje raspona trajanja ekstrakcije

U ovom nizu pokusa koriSten je pripravak Lallzyme EX-V masenog udjela 15 mg g
prireden u otopini pufera pH-vrijednosti 3,5 koja je sadrzavala kalcijeve ione. Temperatura
inkubacije bila je 40 °C, a njezino trajanje 30 min, 1 h, 2 h, 3 h,4 h, 5h, 7h, 17 h, 20 h te
24 h.

3.4.4.5. Odredivanje raspona masenih udjela enzimskog pripravka

Pri provodenju ovog niza pokusa temperatura i vrijeme inkubacije bili su 40 °C odnosno 2 h.
Radna otopina enzimskog pripravka Lallzyme EX-V priredivala se otapanjem 50 mg
pojedinog pripravka u 100 mL otopine pufera pH-vrijednosti 3,5 koja je sadrzavala
0,015 mol L™ kalcijevih iona. Maseni udjeli pripravka od 0 mg g, 5 mg g, 10 mg g ',
15mgg’,20mgg’,30mg g, 40 mg g’ te 45 mg g ' dobiveni su tako da su u posudicu s
uzorkom pipetirani odredeni volumeni radne otopine enzimskog pripravka i pufera pH-

vrijednosti 3,5 koja je sadrzavala kalcijeve ione (Tablica 3.15).

Tablica 3.15. Priprava otopina enzimskog pripravka Lallzyme EX-V razli¢itih masenih udjela

w (Lallzyme EX-V) /

mg g V' (Radne otopine) / mL V (Pufera) / mL
0 0,00 10,00
5 1,25 8,75
10 2,50 7,50
15 3,75 6,25
20 5,00 5,00
30 7,50 2,50
40 8,75 1,25
45 10,00 0,00

3.4.4.6. Optimiranje postupka enzimima potpomognute ekstrakcije primjenom Box-
Behnkenovog eksperimentalnog dizajna

Za potrebe optimiranja metode EAE koriSteni su slijede¢i uvjeti ekstrakcije koji su u svim
provedenim pokusima bili stalni: masa uzorka od 125 mg, volumen ekstrakcijskog otapala od
10 mL te jedan ekstrakcijski korak. Primjenom BBD ispitan je ucinak cetiriju numeric¢kih
faktora (maseni udio enzima, pH, temperatura te vrijeme inkubacije) za svaki pojedini
enzimski pripravak, Lallzyme EV-X, Lallzyme HC, Endozym Rouge te Endozym Contact
Pelliculaire, na maseni udio antocijanina, flavonola te flavan-3-ola. Navedena Cetiri

numericka neovisna faktora ispitana su na tri razine (Tablica 3.16), a pri ¢emu je ukupno
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provedeno 108 pokusa tj. 27 pokusa za svaki enzimski pripravak sa razliitim uvjetima

ekstrakcije (Tablica 3.17).

Tablica 3.16. Kori$teni neovisni faktori i njihove razine u BBD za optimiranje metode EAE

Faktori Razine faktora
Kodirane razine -1 0 1
A: Maseni udio enzima (mg g ') 10 15 20
B: pH 2,0 3,5 5,0
C: Temperatura (°C) 30 40 50
D: Vrijeme (h) 1 2 3

Tablica 3.17. Uvjeti za provedbu EAE pokusa primjenom BBD

w (Enzima) /

3 o
Broj mg g pH 4/°C t/h
1 15 3,5 40 2
2 20 3,5 40 3
3 15 2,0 40 1
4 20 3,5 30 2
5 10 2,0 40 2
6 10 5,0 40 2
7 15 5,0 30 2
8 10 3,5 40 3
9 10 3,5 50 2
10 10 3,5 40 1
11 15 5,0 40 1
12 10 3,5 30 2
13 15 3,5 30 3
14 15 3,5 50 3
15 15 5,0 50 2
16 20 3,5 50 2
17 15 2,0 30 2
18 15 5,0 40 3
19 15 3,5 40 2
20 15 2,0 40 3
21 20 3,5 40 1
22 15 3,5 50 1
23 20 2,0 40 2
24 15 2,0 50 2
25 15 3,5 30 1
26 15 3,5 40 2
27 20 5,0 40 2
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3.4.5. RasprSenje matrice uzorka kroz ¢vrstu fazu
Kao ¢vrste faze koriSteni su morski pijesak, Amberlite XAD-2 te SepraPhenyl materijali s

razlicitim svojstvima (Tablica 3.18).

Tablica 3.18. Svojstva koriStenih ¢vrstih faza

Cvrsta faza Sastav Veli¢ina Cestica / pm Veli¢ina pora / A
Morski pijesak Silicijev dioksid 100 do 315 -
Amberlite XAD-2 Stiren-divinilbenzen 250 do 841 90
SepraPhenyl Fenilsilicijev dioksid 50 65

U svim provedenim pokusima masa uzorka praha kozica bobica grozda bila je
125 mg, a koja je u ahatnom tarioniku pomijesana s odredenom masom odredene Cvrste faze.
Nakon provedene homogenizacije, smjesa je kvantitativno prenesena u kolonicu na ¢ije je dno
prethodno stavljen polietilenski porozni disk. Po zavrSetku punjenja kolonice, isti porozni disk
stavljen je i na vrh te je potom lagano tlacen plasti¢nim klipom Strcaljke. Tako pripravljene
kolonice stavljene su na vakumsku stanicu za ekstrakciju na C¢vrstoj fazi te je protok
eluacijskog otapala podesen na 1 mL min'. Bez obzira na ukupan volumen eluacijskog
otapala, eluacija je prvo provedena s 2 mL otapala te je sustav ostavljen 5 min u svrhu
natapanja sloja. Nakon toga, eluacija je provedena s preostalim volumenom otapala. Nakon
provedenog postupka MSPD ekstrakti su upareni primjenom rotacijskog uparivaca pri 35 °C,
a ostatak preostao nakon otparavanja organskog otapala prenesen je u tikvicu od 10 mL i
nadopunjen do oznake s 0,5 %-tnom fosfornom kiselinom.

Za potrebe optimiranja metode MSPD eluacijska otapala osim vode 1 odredenog
organskog otapala u danim udjelima, sadrzavala su i 1 % mravlje kiseline. Primjenom BBD
ispitan je ucinak triju numerickih faktora (udio organske faze u eluacijskom otapalu, volumen
eluacijskog otapala te omjer mase Cvrste faze 1 mase uzorka) te jednog kategorickog faktora
(vrsta organskog otapala) za sve tri koriStene Cvrste faze na maseni udio antocijanina,
flavonola te flavan-3-ola. Navedena tri neovisna numericka faktora ispitana su na tri razine,
dok je kategoricki faktor ispitan na dvije razine (Tablica 3.19), a pri ¢emu je ukupno
provedeno 90 pokusa tj. 30 pokusa za svaku pojedinu Cvrstu fazu sa razli¢itim uvjetima

ekstrakcije (Tablica 3.20).
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Tablica 3.19. Koristeni neovisni faktori i njihove razine u BBD za optimiranje metode MSPD

Faktori Razine faktora
Kodirane razine -1 0 1
A: Udio organskog otapala (%) 20 50 80
B:Volumen eluacijskog otapala (mL) 4 7 10
C: Omjer masa sorbensa i uzorka 3 4 5
D: Vrsta organskog otapala ACN EtOH

Tablica 3.20. Uvjeti za provedbu MSPD pokusa primjenom BBD

Broj @ (Organska V/mL Omjer .masa Vrsta organskog
faza) / % sorbensa i uzorka otapala

1 50 4 3 EtOH
2 50 4 3 ACN
3 80 7 5 ACN
4 80 10 4 ACN
5 80 10 4 EtOH
6 80 7 3 ACN
7 20 7 5 ACN
8 50 7 4 EtOH
9 50 7 4 ACN
10 80 4 4 EtOH
11 80 7 3 EtOH
12 20 10 4 ACN
13 20 7 3 ACN
14 50 10 5 EtOH
15 20 4 4 EtOH
16 50 7 4 EtOH
17 50 7 4 ACN
18 20 7 5 EtOH
19 50 4 5 ACN
20 80 7 5 EtOH
21 50 7 4 ACN
22 50 10 5 ACN
23 20 4 4 ACN
24 20 7 3 EtOH
25 80 4 4 ACN
26 50 4 5 EtOH
27 50 7 4 EtOH
28 50 10 3 ACN
29 20 10 4 EtOH
30 50 10 3 EtOH
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3.4.6. Usporedba razlicitih optimiranih metoda ekstrakcije
Prilikom provedbe usporedbe optimiranih metoda ekstrakcije koriSteni su optimalni uvjeti
ekstrakcije dobiveni primjenom BBD za pojedinu metodu (Tablice 3.21 do 3.23). U svim
pokusima masa uzorka bila je 125 mg te je koriSten jedan ekstrakcijski korak. Ekstrakcijska
otapala primijenjena u metodama SLE, UAE, MAE te MSPD osim vode i odredenog
organskog otapala u danim udjelima, sadrzavala su i 1 % mravlje kiseline, dok je u slucaju
metode EAE pufer sadrzavao kalcijeve ione mnozinske koncentracije 0,015 mol L™, a njihov
je volumen bio 10 mL. Po zavrSetku ekstrakcije, ekstrakcijska je smjesa centrifugirana, a
supernatanti u sluc¢aju metoda SLE, UAE 1 EAE kvantitativno su preneseni u odmjerne tikvice
od 10 mL koje su do oznake nadopunjene 0,5 %-tnom otopinom fosforne kiseline. Ekstrakti
dobiveni primjenom metoda MAE i MSPD upareni su primjenom rotacijskog uparivaca pri
35 °C, a ostatci preostali nakon uklanjanja organskih otapala kvantitativno prebaceni u
odmjerne tikvice od 10 mL i nadopunjeni do oznake s 0,5 %-tnom otopinom fosforne

kiseline.

Tablica 3.21. Optimalni uvjeti ekstrakcije za metodu MSPD

Organska faza @ (Organska faza) / Omjer masa ¢vrste faze i Cvrsta faza
% uzorka
ACN 50 3:1 Fenilsilicijev dioksid
EtOH 60 5:1 Morski pijesak

Tablica 3.22. Optimalni uvjeti ekstrakcije za metode SLE, UAE i MAE

Metoda Organska faza @ (Organska faza) / % 4/°C t/ min
SLE ACN 20 50 60
EtOH 20 55 60
UAE ACN 25 50 15
EtOH 20 70 15
MAE EtOH 60 40 5

Tablica 3.23. Optimalni uvjeti ekstrakcije za metodu EAE za enzimski pripravak Lallzyme EV-X

w (Enzima) / mg g™ pH 8/°C t/'h

10,00 2,0 45 3
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3.5. Odredivanje termicke stabilnosti ekstrakata

3.5.1. Postupak ekstrakcije
Masa od 12,50 g praha kozica grozda ekstrahirana je s 1 L ekstrakcijskog otapala koje je
sadrzavalo smjesu EtOH:H,O0:AcH=20:79:1, v:v:v. Ekstrakcijska je smjesa stavljena na
magnetsku mijesalicu (400 okretaja u minuti) te je ostavljena 1 h pri temperaturi od 50 °C.
Nakon zavrSene ekstrakcije, smjesa je centrifugirana na 3600 okretaja u minuti, a dobiveni
supernatant kvantitativno je prebacen u odmjernu tikvicu od 1 L koja je potom nadopunjena

do oznake 0,5 %-tnom vodenom otopinom fosforne kiseline.

3.5.2. Odredivanje termicke stabilnosti u vodenoj kupelji
U bocice za uzorke dodano je 5 mL ekstrakta. Bocice su uronjene u vodenu kupelj
temperature 40 °C, 60 °C 1 80 °C i ostavljene na inkubaciju u trajanju od 15 min, 30 min, 1 h,
2 h, 3 hi4 h. Po zavrSetku inkubacije ekstrakti su ohladeni u ledenoj kupelji 1 analizirani

primjenom metode HPLC.

3.5.3. Odredivanje stabilnosti ekstrakata uz primjenu termosoniciranja
Alikovoti ekstrakta od 5 mL stavljeni su u bocice za uzorke te su podvrgnuti zagrijavanju u
ultrazvucnoj kupelji pri temperaturama od 50 °C, 60 °C i 70 °C u trajanju od 5 min, 15 min,
30 min, 45 min, 60 min te 90 min. Nakon provedenog termosoniciranja, ekstrakti su ohladeni

u ledenoj kupelji i analizirani metodom HPLC.

3.6. Tekucinsko kromatografska analiza fenolnih spojeva u ekstraktima

kozica bobica grozda

Razdvajanje, identifikacija 1 kvantitativna analiza fenola u ekstraktima kozica grozda
provedena je primjenom metode HPLC uz detektore DAD i FLD i slijedece radne uvjete:

« pokretna faza A: fosforna kiselina:voda=0,5:99,5, v.v

*+ pokretna faza B: fosforna kiselina:voda:ACN=0,5:49,5:50,0, v:v:v

% protok pokretne faze: 0,9 mL min~'

« temperatura kolone: 50 °C

% gradijentno je eluiranje provedeno prema programu navedenom u tablici 3.23

% volumen injektiranog uzorka: 20 pL
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¢ detekcija pojedinih skupina spojeva provedena je pri valnim duljinama navedenim u

tablici 3.24

X/
°e

kolona Luna Phenyl-Hexyl

e nepokretna faza: fenilne skupine vezane preko heksilnih lanaca na silikagel
e duljina kolone: 250 mm

e promjer kolone: 4,6 mm

e veliCina Cestica: 5 um

Tablica 3.23. Uvjeti gradijentnog eluiranja za razdvajanje fenolnih spojeva u ekstraktima

kozica grozda teku¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti

Pokretna faza A Pokretna faza B

t/ min o/ % 0! %
0 100 0
2 100 0
7 80 20
35 60 40
40 60 40
45 20 80
50 0 100
52 0 100
60 100 0
64 100 0
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Tablica 3.24. Valne duljine i vremena zadrzavanja pojedinih analiziranih fenola

Broj tg / min Spoj A/ nm
1 8,200 Galna kiselina 280
2 11,770 Prokatehinska kiselina 280
3 12,100 Galokatehin 225/320
4 12,300 Delfinidin-3,5-O-diglukozid 518
5 13,300 Procijanidin B1 225/320
6 13,400 Cijanidin-3,5-O-diglukozid 518
7 13,800 Delfinidin-3-O-glukozid 518
7 14,100 Kaftarinska kiselina 320
9 14,700 Epigalokatehin 225/320
10 15,300 Katehin 225/320
11 15,900 Peonidin-3,5-O-diglukozid 518
12 16,400 Malvidin-3,5-O-diglukozid 518
13 16,900 Cijanidin-3-O-glukozid 518
14 17,200 Kafeinska kiselina 320
15 18,100 Kutarinska kiselina 320
16 18,400 Procijanidin B2 225/320
17 19,600 Epikatehin 225/320
18 19,900 Peonidin-3-0O-glukozid 518
19 20,500 Kumarinska kiselina 320
20 21,100 Malvidin-3-O-glukozid 518
21 23,900 Miricetin-3-O-glukozid 360
22 25,400 Fertarinska kiselina 320
23 28,100 Rutin 360
24 28,400 trans-Resveratrol-3-0O-glukozid 308
25 29,300 Kvercetin-3-0-glukuronid 360
26 29,900 Kvercetin-3-0-glukozid 360
27 34,700 Kemferol-3-0O-glukuronid 360
28 36,400 Sinapinska kiselina 320
29 37,400 Izoramnetin-3-O-glukozid 360

Identifikacija kromatografskih krivulja temeljila se na usporedbi vremena zadrzavanja
sastavnica iz uzorka s vremenima zadrzavanja kao 1 usporedbom s UV spektrima standarada,
dok je za kvantifikaciju koritena metoda vanjskog standarda. Rezultati su izrazeni u mg kg™’
suhe mase kozica grozda. Maseni udio odredene skupine flavonoida, koji su koristeni kao
odzivi (Y, ovisne varijable) izrazeni su kao zbroj masenih udjela pojedinacnih spojeva te

skupine odredenih opisanom metodom.
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3.7. Statisticka obrada podataka

Rezultati utjecaja razli¢itih nacina suSenja; razli¢itih nacina odmrzavanja kao 1 rezultati
utjecaja termicke obrade sa i bez primjene ultrazvuka na sastav i masene udjele fenolnih
spojeva u ekstraktima kozica grozda odredeni su primjenom analize varijance (ANOVA) i
,,post-hoc** Tukey-evog testa na razini pouzdanosti od 95 % (p<0,05). Za potrebe statisticke
obrade podataka koriSten je racunalni program Origin Pro8 (OriginLab Corporation,
Northampton, SAD).

Tijekom optimiranja ekstrakcijskih metoda SLE, UAE, MAE, EAE 1 MSPD kao
odzivi (Y, ovisne varijable) koriSteni su maseni udjeli: delfinidin-3,5-O-diglukozida, cijanidin-
3,5-O-diglukozida, peonidin-3,5-O-diglukozida, malvidin-3,5-O-diglukozida, delfinidin-3-O-
glukozid, cijanidin-3-O-glukozida, peonidin-3-O-glukozida te malvidin-3-O-glukozida
izrazeni kao njihov ukupan zbroj (ukupan maseni udio antocijanina); miricetin-3-O-
glukozida, rutina, kvercetin-3-O-glukunorida, kvercetin-3-O-glukozida te kemferol-3-O-
glukunorida izrazeni kao njihov ukupan zbroj (ukupan maseni udio flavonola) te
galokatehina, epigalokatehina, katehina, epikatehina, procijanidina Bl i B2 izrazeni kao
njihov ukupan zbroj (ukupan maseni udio flavan-3-ola). Rezultati BBD-eksperimenata
analizirani su nelinearnom visestrukom regresijom s povratnom eliminacijom da bi pristajali
jednadzbi 2.1. Pri optimiranju ekstrakcije koriStena je metodologija koja uzima u obzir vise
kriterija (Derringerova funkcija). Analiza rezultata dobivenih eksperimentalnim dizajnom te
izraCun predvidenih vrijednosti provedeni su primjenom specijaliziranog racunalnog
programa DesignExpert (Trial Version 9.0.3.1, Stat-Ease Inc., Minneapolis, USA).
Koeficijenti su tumaceni pomocu F-testa. Da bi se odredili optimalni uvjeti za dobivanje
maksimalnog masenog udjela flavonoida u kozici grozda koriStene su analiza varijance

(ANOVA), regresijska analiza kao 1 izrada grafickog prikaza povrSina odziva.
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4.1. Optimiranje postupka priprave uzoraka

4.1.1. Postupak optimiranja suSenja uzoraka

4.1.1.1.Utjecaj metode susenja na prinos susenja i zaostalu vlagu

Dobra metoda suSenja uzoraka kozica grozda mora zadovoljiti nekoliko vaznih kriterija kao
Sto su zadrzavanje Sto veceg sadrzaja fenola, jednostavnost i isplativost uporabe te mali
utroSak energije. Suha tvar kozZica grozda izraCunata je pomocu jednadzbe 3.2 te ona iznosi
22,80 g suhog uzorka na 100 g svjezeg uzorka. Vazan faktor koji utjeCe na ucinkovitost
metode prinos je susenje, a koji je izraCunat primjenom jednadzbe 3.1. Manja vrijednost ovog
faktora ukazuje na veéu ucinkovitost primijenjene metode susenja. Najmanja vrijednost
prinosa suSenja odredena je u liofiliziranim uzorcima, dok je najveca odredena kod uzoraka
suSenih pri sobnoj temperaturi (Tablica 4.1). Ovakav rezultat ukazuje da je liofilizacija

najucinkovitija metoda susSenja uzoraka kozica bobica grozda.

Tablica 4.1. Ovisnost prinosa susenja i preostale vlage o primijenjenoj metodi suSenja

Prinos suSenja

Natin su3enj
acin susenja (g suhog uzorka po 100 g svjeZeg uzorka)

Preostala vlaga (%)

Liofilizacija 28,14% 5,34
Susenje na zraku 29,06° 6,26
Susenje u dehidratoru 28,90 6,10

Srednje vrijednosti oznac¢ene razli¢itim slovima u redu, ukazuju na statisti¢ki znacajnu razliku u skladu s Tukey-evim testom
(p<0,05)

Na prinos susenja znacajno utjecu temperatura susenja te relativna vlaznost zraka. Razlike u
dobivenim prinosima suSenja za primijenjene razli¢ite metode mogu se objasniti navedenim
faktorima. Tijekom postupka liofilizacije suSenje se odvija u vakuumu pri niskim
temperaturama uz izrazito nisku relativnu vlaznost, dok je prilikom suSenja pri sobnoj
temperaturi uzorak bio izlozen relativno visokoj vlaznosti zraka (vecoj od 50 %). Prema
jednadzbi 3.3 izracunat je udio preostale vlage u uzorku, a koji je mjera u¢inkovitosti metode
suSenja. Kao 1 u slucaju prinosa susenja, manja vrijednost ovog faktora ukazuje na vecu
ucinkovitost metode. Dobivene su vrijednosti u rasponu od 5,34 % do 6,26 % te su u skladu s
vrijednostima dobivenim u ranijim istrazivanjima.'"'° Tseng i sur.'®® dobili su najnize
vrijednosti za liofilizirane uzorke koZica sorte 'Pinot crni' (5,60 %), neSto viSe za uzorke

suSene u pecnici pri 40 °C (5,92 %), a najvise za uzorke suSene na zraku (6,95 %).
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4.1.1.2. Utjecaj metode susenja na masene udjele fenolnih spojeva

U tablici 4.2. prikazani su maseni udjeli pojedinih polifenolnih spojeva u ekstraktima kozica
dobiveni primjenom razli¢itih nac¢ina suSenja uzoraka, a koji jasno ukazuju da primijenjena
metoda suSenja znaCajno utjeCe na maseni udio pojedinih polifenola. Najveéi sadrzaj
antocijanina zadrzan je u uzorcima susenim primjenom liofilizacije. Najmanji maseni udjeli
ove skupine spojeva dobiveni su u uzorcima susenim u dehidratoru. Poznato je da su
antocijanini izrazito termicki nestabilni. Prilikom njihovog zagrijavanja pri temperaturama
visim od 50 °C dolazi do njihove razgradnje.'” Usporedbom masenih udjela pojedinih
monoglukozida u odnosu na odgovarajuce diglukozide, u ovom je istrazivanju pokazano da su
diglukozidi termicki znacajno stabilniji u odnosu na odgovaraju¢e monoglukozide, §to je u

160.161 Nja - primjeru malvidin-3-O-glukozida,

skladu i s brojnim drugim istrazivanjima.
suSenjem u dehidratoru u odnosu na liofilizaciju, ustanovljeno je smanjenje sadrzaja za 40 %,
dok je gubitak malvidin-3,5-O-diglukozida iznosio svega 15 %. ViSe vrijednosti masenih
udjela antocijanina dobivenih u ekstraktima kozica suSenih na zraku ili liofilizacijom u
odnosu na ekstrakte svjezih kozica, mogu biti posljedica promjena u strukturi stani¢nih
stijenki 1 membrana do kojih dolazi tijekom suSenja. Prilikom liofilizacije nastaju kristali¢i
leda u biljnom tkivu koji mogu uzrokovati probijanje stani¢nih struktura i stani¢nih stijenki
¢ime se znaCajno olakSava otpuStanje spojeva iz unutraSnjosti stanice u ekstrakcijsko
otapalo.'”” Opéenito, tijekom susenja dolazi do gubitka selektivne propusnosti i denaturacije
membrana te do povecanja poroznosti biljnog tkiva Cime se takoder uvelike olakSava

. . .o ST . 102,162
ekstrakcija spojeva sadrzanih u unutra$njosti stanica.
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Tablica 4.2. Utjecaj nacina susenja uzoraka na masene udjele pojedinih flavonoida

w/ mg kg™' suhih koZica

Spoj -
Svjezi Liofilizacija Susenje na zraku dfll:is(;:z{teo:u
Delfinidin-3,5-O-diglukozid ~ 1440,15°£29,20 1537,79°+27,23 1560,97°+36,39 1516,59**+79,75
Cijanidin-3,5-O-diglukozid 1061,13°£10,52 1032,65"+6,97 1026,35™+3,47 1015,54°+8,77
Delfinidin-3-O-glukozid 9751,65°£121,40 10976,59*+50,87 10981,34'+51,59  7082,74c£162,78
Peonidin-3,5-0-diglukozid 1284,36°+6,25 1337,09°+36,91 1283,19%14,92 953,56°£36,18
Malvidin-3,5-O-diglukozid ~ 10039,09°+15,27 11799,73%+60,12 11295,17°+24.48 10024,87°+22,23
Cijanidin-3-O-glukozid 2198,79°+16,19 2376,41%421,07 2356,17°£12,08 1332,65+51,36
Peonidin-3-0-glukozid 548,62°+0,57 601,73%+9,08 590,76°+5,27 287,11°47,62
Malvidin-3-0-glukozid 7053,46°+36,44 7783,57+173,24 7749,41°£126,26 4652,20°43,22
Ukupni antocijanini 33377,20°+139,18 37445,60°+210,72 36843,30"113,53  26865,30°+242,62
Miricetin-3-O-glukozid 667,22°+30,07 625,60°+8,46 624,16°+2,52 741,55%10,58
Rutin 150,34%+2,52 145,14%+2,01 143,33'+£6,26 175,08%+35,14
Kvercetin-3-O-glukuronid 118,68%1,08 80,97%+0,64 87,51°£0,96 114,43%+0,88
Kvercetin-3-O-glukozid 1353,12°+38,35 1225,31°%+25,68 1218,99°+9.45 1340,80°+18,03
Kemferol- 3-O-glukuronid 44,63%+3 37 35,12°42,42 31,59°40,85 54,80%1,13
Izoramnetin-3-O-glukozid 70,43%2,52 102,13%4,11 109,88"+1,21 156,38°+3,95
Ukupni flavonoli 2404,43°+59,11 2214,27°£36,34 2215,46°£11,95 2583,04"+57,32
Galokatehin 55,85%4,11 70,38*"+0,12 66,30™"+3,69 70,94*1,66
Procijanidin B1 70,61°+1,22 83,72+1,75 57,8242,97 18,73%1,18
Epigalokatehin 34,03%+3,17 36,51%1,96 37,38%1,50 35,90%+0,14
Katehin 52,50%£2,24 51,98%1,38 38,43°41,69 38,65°+1,80
Procijanidin B2 11,58°+£20,06 54,45%+3,20 30,57*"42,96 31,30*"+1,84
Epikatehin 35,83%1,77 32,05%+2,42 21,58%+2,61 19,84%+1,08
Ukupni flavan-3-oli 269,92"+25,22 329,09°+7,70 252,07°+9,19 215,37°43,30

Srednje vrijednosti oznacene razli¢itim slovima u redu, ukazuju na statisticki znacajnu razliku u skladu s Tukey-evim testom

(p<0,05)
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Flavonoli su druga najzastupljenija skupina fenola sadrzana u kozicama grozda.
Odredeni su maseni udjeli pojedinacnih flavonol-3-O-glikozida u uzorcima koZica grozda
podvrgnutih razli¢itim nacinima suSenja (Tablica 4.2). Najbolji nacin suSenja uzoraka kozice
grozda s obzirom na masene udjele veéine pojedinacnih flavonola susenje je u dehidratoru,
dok su oni u liofiliziranim uzorcima i uzorcima susenim na zraku nesto manji. Pretpostavlja se
da takav rezultat moze biti posljedica relativno kratkog perioda suSenja pri viSoj temperaturi
(60 °C), ¢ime je znacajno umanjena mogucnost oksidacije, a time i razgradnje flavonola.
Grozde sadrzi enzime koji se ubrajaju u veliku skupinu f-glikozidaza. Ti enzimi mogu biti
sadrzani kao dio genoma samog grozda ili mogu potjecati od divljih kvasaca prisutnih na
bobicama grozda, a oni cijepaju f-glikozidne veze pa tako mogu cijepati i Secerne jedinice
vezane na aglikone flavonola. Do denaturacije 1 potpune inaktivacije vecine enzima dolazi pri
temperaturama vi§im od 50 °C.'®*'®* Promatraju¢i masene udjele pojedinagnih i ukupnih
flavonola nakon suSenja na zraku i liofilizacije, nije ustanovljena statisticki znacajna razlika
izmedu ta dva nacina susenja. Od pojedina¢nih spojeva, primijenjeni nacin susenja jedino
nema statisticki znac¢ajnog ucinka na rutin.

Maseni udjeli svih pojedinac¢nih flavan-3-ola najve¢i su u liofiliziranim uzorcima
kozica grozda, dok su najmanji u uzorcima suSenim u pecnici (Tablica 4.2). Posebno niske
vrijednosti dobivene su za procijanidin B1 koji je vrlo nestabilan spoj. Kad se usporede svjezi
uzorci 1 oni suseni na zraku nije opazena statisticki znacajna razlika u ukupnom masenom
udjelu flavan-3-ola. Maseni udio katehina u uzorcima kozica susenim na zraku manji je za
priblizno 26 % u usporedbi s njegovim masenim udjelom u svjeZim odnosno liofiliziranim
uzorcima. Takvo se opazanje moze pripisati djelovanju enzima polifenoloksidaze. Navedeni
enzim ima sposobnost oksidacije mono- i difenola, pa time i katehina.'*>'¢’?

U tablici 4.3 prikazani su maseni udjeli pojedinac¢nih hidroksicimetnih kiselina nakon
podvrgavanja uzoraka kozice grozda razli¢itim metodama susenja. Istrazivanje je pokazalo da
je najbolji nacin susSenja uzoraka kozice grozda susenje u dehidratoru, a slijedi ga liofilizacija,
dok najmanje masene udjele imaju uzorci suSeni na zraku. Enzim PPO prirodno je sadrzan u
kozici grozda. Navedeni enzim uzrokuje enzimsku oksidaciju brojnih fenolnih spojeva, a
smatra se da najveci afinitet ima prema hidroksicimetnim kiselinama. Kao 1 u slu¢aju vecine
drugih enzima, njegova optimalna aktivnost je pri temperaturama do 40 °C, dok pri viSim
temperatura dolazi do njegove denaturacije i potpune inaktivacije. Stoga, dobiveni se rezultati
mogu objasniti djelovanjem navedenog enzima. Naime, susenje u dehidratoru provodi se pri

temperaturi od 60 °C u trajanju 18 sati, Sto dovodi do denaturacije, a time 1 do ireverzibilne
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deaktivacije navedenog enzima. U slu¢aju susSenja na zraku pri sobnoj temperaturi u periodu
od sedam dana, navedeni enzim ima optimalne uvjete za djelovanje pa su stoga i dobiveni
najmanji maseni udjeli ovih kiselina u ekstraktima kozica grozda suSenim na zraku. Prilikom
postupka liofilizacije primjenom niskih temperatura dolazi do privremene deaktivacije
navedenog enzima. Kasnijim poviSenjem temperature tijekom ovog postupka dolazi do

njegove ponovne aktivacije te je on u moguénosti oksidirati ispitivane spojeve.'®”'®®

Tablica 4.3. Utjecaj metode suSenja uzoraka na masene udjele pojedinih hidroksicimetnih i
hidroksibenzojevih kiselina te stilbena

w/ mg kg™ suhih koZica

Spoj SuSenje na SuSenje u
Svjezi Liofilizacija zraku dehidratoru
Kaftarinska kiselina 255.619:8,13 41735%1 .58 389.000231 59522525
Kafeinska kiselina 54,46%2,90 42,552,204 43,64%1,24 48,28%+1,52
p-Kutarinska kiselina 204,85%4,08 382,32+3,02 375482,02  591,89%0,63
p-Kumarinska kiselina 2392323 24,89°+2.49 23,49°+1,97 17,70°+0,89
Ferulinska kiselina 31,58%41,53 38.38%2.79 34,03%1,59 29.09%2 .38
Sinapinska kiselina 24,65°+1,61 20,00°+1,80 17,27°4£0,85 21,14%1,05
Ukupne hidroksicimet
upne k;s;‘i’n:'c'me ne 595,07%+13,90 925,48"+3,71 883,8141,61  1303,31°£6,28
Galna kisclina 0 11.91°2.40 12,92°43,05 58.06°£0,88
Prokatehinska kiselina 40,81°£0,70 78,50+1,55 25964236 851,57£16,93
Ukupne hidroksibenzoj
Mpae & (o ssibenzojeve 40,81%£0,70 90,42"+3,13 38,88+398  909,63'+17,72
kiseline
R 13-0- , .
trans-Resveratrol-3-O 168,9242,77 219,91°+7,74 221,64"+592  231,52%44,47
glukozid
Ukupni fenoli 35856°+8,13 41224°+1,58 40755"+2,31 32107°+5,25

Srednje vrijednosti oznacene razli¢itim slovima u redu, ukazuju na statisticki znacajnu razliku u skladu s Tukey-evim testom

(p<0,05)
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Najve¢i maseni udio galne 1 prokatehinske kiseline odreden je u uzorcima susenim u
dehidratoru, ali te vrijednosti je potrebno razmotriti s velikim oprezom. Izrazito visoke
vrijednosti masenog udjela prokatehinske kiseline mogu biti posljedica termicke razgradnje
cijanidin-3-0-glukozida. Neka su istrazivanja pokazala da je jedan od razgradnih produkata
cijanidin-3-O-glukozida prokatehinska kiselina.'®"'" Uzimajuéi u obzir gore navedeno
objaSnjenje, najbolji nain suSenja koZica grozda uz maksimalno zadrZavanje
hidroksibenzojevih kiselina je liofilizacija.

Od stilbena, kozice grozda sadrze trans-resveratrol-3-O-glukozid. Susenjem na zraku i
u dehidratoru zadrzava se najveca koli¢ina ovog spoja. Nesto manji maseni udio opazen je u
liofiliziranim uzorcima.

Maseni udio ukupnih fenola dobiven je zbrajanjem masenih udjela svih pojedina¢nih
spojeva. Uzimajuéi u obzir sve analizirane spojeve 1 zanemarujuci u¢inak metode suSenja na
pojedinacne spojeve, najbolja metoda suSenja je liofilizacija (Slika 4.1). Razlike u masenim
udjelima liofiliziranih 1 uzoraka suSenih na zraku nisu velike (manje od 2 %), stoga takav

nacin susenja moze biti dobra zamjena za skupi postupak liofiliziranja.
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Slika 4.1. Utjecaj metode suSenja uzoraka na maseni udio ukupnih fenola

4.1.1.3. Stabilnost suhih koZica
Nakon S$to su uzorci osuseni i usitnjeni, pohranjeni su u smede staklene posudice za uzorke
opremljene teflonskim ¢epovima te su ostavljeni na mra¢nom mjestu pri temperaturi od 25 °C

u periodu od 6 mjeseci. U tablicama 4.4 i 4.5 prikazani su maseni udjeli pojedinacnih fenolnih
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spojeva odredeni nakon 6 mjeseci stajanja. Postotak preostao nakon stajanja odreden je
dijeljenjem masenog udjela dobivenog nakon 6 mjeseci pohrane s onim odredenim
neposredno nakon suSenja. Pohranjivanje znaCajno utjeCe na sadrzaj pojedinih fenola u
kozicama suSenim na razli¢ite nac¢ine. Od ispitanih metoda suSenja, u uzorcima susenim u
dehidratoru opaZena je najmanja promjena u masenim udjelima analiziranih spojeva. U
navedenim uzorcima maseni udio pojedinih antocijanina ostao je gotovo ne promijenjen.
Najvec¢e smanjenje masenog udjela opazeno je kod peonidin-3-O-glukozida i ono je bilo
manje od 3 %. Maseni udio ukupnih flavonola, hidroksibenzojeveih i hidroksicimetnih
kiselina, flavan-3-ola te stilbena u kozicama suSenim u dehidratoru ostao je gotovo
nepromijenjen. Najvece smanjenje masenog udjela pojedinacnih fenola opazeno je u uzorcima
suSenim na zraku, i to u slucaju antocijanina. Kada se usporedi smanjenje masenog udjela
odgovaraju¢eg diglukozida s odgovaraju¢im monoglukozidom ono je u prvom slucaju
znacajno manje Sto potvrduje da su diglukozidi stabilniji od monoglukozida. Tijekom suSenja
na zraku nije doSlo do denaturacije enzima PPO te je on u mogucnosti nastaviti oksidaciju
odgovarajucih fenola. Poznato je da navedeni enzim izravno ne djeluje na glikozilirane oblike
fenola, ali on moze posredno oksidirati antocijanine preko vezanih reakcija oksidacije, a koje
su posebno izrazene u slucaju monoglukozida jer ne postoje stericke smetnje u vidu vezane
glukoze na polozaju O-5 §to je sludaj kod diglukoziliranih oblika.'”"'"* Isto tako enzim
[glikozidaza moze dovesti do cijepanja glikozidne veze i nastanka antocijanidina koji su
znacajno nestabilniji u odnosu na antocijanine. Od analiziranih antocijanina, u uzorcima
suSenim na zraku najnestabilniji je peonidin-3-O-glukozid. Preostali maseni udio ovog
antocijanina iznosi 44,85 %. Od analiziranih spojeva najvecu stabilnost u uzorcima susenim
na zraku imaju flavonoli. Opazeno znacajno smanjenje masenog udjela hidroksicimetnih
kiselina moze se pripisati djelovanju enzima PPO. Ovisno o sorti iz koje je izoliran, navedeni
enzim ima najvecu aktivnost pri temperaturama od priblizno 15 °C, ali on zadrzava veliki dio
svoje aktivnosti 1 pri temperaturi od 25 °C. Znacajno povecanje masenog udjela prokatehinske
kiseline moZe se pripisati razgradnji cijanidin-3-O-glukozida. Smanjenje masenog udjela
trans-resveratrol-3-O-glukozida moZe biti posljedica djelovanja enzima f-glikozidaze, a u

prilog tomu ide opazeno povecanje sadrzaja trans-resveratrola.
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Tablica 4.4. Maseni udjeli flavonoida u kozicama grozda susenim razli¢itim nac¢inima nakon Sest
mjeseci pohrane

SuSenje u dehidratoru SuSenje na zraku Liofilizacija

Spoj 1 Preostalo 1 Preostalo 1 Preostalo
w/ mg kg % w/ mg kg /% w/ mg kg %
Delfinidin-3,5-O-diglukozid ~ 1475,04+36,36 97,26 1036,81+53,83 66,42 1390,93+29.91 90,45
Cijanidin-3,5-O-diglukozid 1003,56+6,23 98,82 760,84+9,38 74,13 920,19+18,10 89,11
Delfinidin-3-O-glukozid 7008,37+£104,22 98,95 7070,93+£225,49 64,39 9240,09+76,03 84,18
Peonidin-3,5-O-diglukozid 942,59+20,40 98,85 660,76+32,63 51,49 1232,03£36,80 92,14
Malvidin-3,5-O-diglukozid 10000,81+73,75 99,76 7748,00+£382,14 68,60 10240,53+118,09 86,79
Cijanidin-3-O-glukozid 1309,99+67,56 98,30 1399,55+28,83 59,40 1892,00+7,37 80,30
Peonidin-3-0O-glukozid 278,64+1,18 97,05 251,50+17,93 44,85 483,71£24,19 80,39
Malvidin-3-O-glukozid 4641,97+58,93 99,78 3985,71+40,15 51,43 6272,43+£308,95 80,59
Ukupni antocijanini 26660,97+142,02 99,24 22914,10+369,52 62,24 31671,81+468,37 92,84
Miricetin-3-O-glukozid 736,38+18,87 99,30 623,89+19,22 99,96 619,42+8,94 99,01
Rutin 174,73£1,92 99,80 129,89+2,94 90,62 144,37+3,80 99,47
Kvercetin-3-0-glukuronid 113,87+2,52 99,51 86,65+2,95 99,02 80,50+1,87 99,41
Kvercetin-3-0O-glukozid 1331,81£7,85 99,33 1165,91£25,90 95,65 1160,47+9,98 94,71
Kemferol- 3-O-glukuronid 54,37+0,62 99,22 31,1543,57 98,62 29,31£1,15 83,45
Izoramnetin-3-O-glukozid 156,14+3,76 99,85 104,57+3,34 95,17 93,39+3,08 91,45
Ukupni flavonoli 2571,31£14,05 99,55 2142,06+36,52 96,69 2133,4645,55 96,35
Galokatehin 70,46+1,46 99,32 59,34+2,38 89,51 69,92+3,15 99,35
Procijanidin B1 18,1642,29 96,94 45,7542,45 79,13 57,2543 34 68,38
Epigalokatehin 35,37+2,42 98,52 35,02+3,86 93,70 36,12+1,56 98,92
Katehin 38,48+1,81 99,57 23,81+2,21 61,96 41,25+2,32 79,99
Procijanidin B2 29,72+1,17 94,94 27,06+2,44 88,52 28,21+1,33 51,81
Epikatehin 17,95+1,10 90,44 9,36+1,48 43,36 25,18+3,94 78,57
Ukupni flavan-3-oli 215,1449,09 99,89 200,35+12,18 79,48 257,94+11,49 78,46

Liofilizirani uzorci kozica grozda umjereno su stabilnost. Maseni udio antocijanina
preostao nakon 6 mjeseci pohrane bio je u rasponu od 92,84 % do 86,90 %. Smanjenje
masenog udjela diglukozida manje je od onog odgovaraju¢ih monoglukozida. OpaZena je
najmanja promjena u masenim udjelima flavonola. U usporedbi s uzorcima susenim na zraku,
maseni udio hidroksicimetnih kiselina u liofiliziranim uzorcima smanjio se u znacajno ve¢em
obimu. OpaZeno je povecanje masenog udjela prokatehinske kiseline koje je u korelaciji sa
smanjenjem masenog udjela cijanidin-3-O-glukozida. Opcenito, u slucaju liofiliziranih

uzoraka zadrzan je najvec¢i maseni udio ukupnih fenola.
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Tablica 4.5. Maseni udjeli fenolnih kiselina i stilbena u koZicama grozda su$enim razli¢itim
nacinima nakon Sest mjeseci pohrane

Sus$enje u dehidratoru SusSenje na zraku Liofilizacija
Spoj _1 Preostalo _1 Preostalo _1 Preostalo
w/ mg kg /% w/ mg kg /% w/ mg kg /%
Kaftarinska kiselina 595,21%5,12 100,00 311,02+2,55 79,77 286,83+6,06 68,73
Kafeinska kiselina 47,5042,76 98,38 29,9042,90 68,53 24.,55+1,75 57,67
p-Kutarinska kiselina 591,82+4,89 99,99 244,19+2,28 59,66 228,832,91 59,85
p-Kumarinska kiselina 17.45+1,50 98,59 15,63+1,67 66,53 14,18+3,52 57,15
Ferulinska kiselina 28,77+2.46 98,92 18,93+1,52 55,60 16,61+2,40 4327
Sinapinska kiselina 20,38+1,52 96,39 9,42+1,45 54,54 11,2442,12 56,22
Lunne hidroksici
Ukupne hidroksicimetne 4, 15, co3 9983 629,10+4,76 71,18 5822541248 62,91
kiseline
Galna kiselina 40,19+3,94 69,22 14,54+0,31 112,51 17,75+2,50 148,99
Prokatehinska kiselina 863,91£12,08 101,45 29,28+0,96 112,80 106,83+1,28 136,07
Ukupne hidroksibenzojeve o5, 49,1533 99,39 43,82+1,15 112,71 124,58+3.47 137,77
Kiseline
R trol-3-0-
trans-Resveratrol-3-0 231,23+4,88 99,88 125,06+7,22 55,52 165,835,388 74.82
glukozid
Ukupni fenoli 318845,12 99,31 26052+2,55 63,97 35899:6,06 87,08

4.2.2. Postupak optimiranja pohranjivanja uzoraka
Zamrzavanje kao i metoda odmrzavanja, znafajno utjeCcu na maseni udio antocijanina
(Tablica 4.6). U zamrznutim uzorcima (sa i bez jastucica), a koji su odmrznuti skidanjem
kozica sa bobica u zamrznutom stanju maseni udjeli antocijanina znacajno su vec¢i u odnosu
na one u nezamrznutim uzorcima (svjezi uzorci). Antocijanini su sadrzani u stani¢nim
vakuolama kao i1 u antocijaninskim vakuolarnim inkluzijama, a koje se mogu nalaziti unutar
stani¢nih vakuola te na citosolnoj strani tonoplasta.'* Tijekom zamrzavanja dolazi do
formiranja kristali¢a leda §to moze dovesti do razgradnje membrana pri ¢emu membrana gubi
sposobnost djelovanja kao polupropusne ili difuzijske barijere.'”” Ovakve promjene na
membranama mogu povecati ekstraktibilnost antocijanina i drugih spojeva sadrzanih u
stanicama. U usporedbi sa svjezim uzorcima, manji maseni udjeli antocijanina odredeni su u
zamrznutim uzorcima bez jastuci¢a koji su odmrznuti pri sobnoj temperaturi i u hladnjaku.
Jastuc¢i¢ moZe pomo¢i u o€uvanju integriteta bobice grozda tijekom procesa zamrzavanja i
odmrzavanja, a §to moze objasniti dobivene znafajno vec¢e masene udjele antocijanina u
uzorcima zamrznutim s jastu¢i¢em koji su odmrzavani pri sobnoj temperaturi i u hladnjaku.
Stani¢na dekompartmentilizacija, do koje dolazi uslijed zamrzavanja i odmrzavanja, moze
omoguciti oksidacijsku razgradnju antocijanina putem vezanih reakcija oksidacije. Enzim

PPO moZe ubrzati razgradnju antocijanina u prisutnosti hidroksicimetnih kiselina, a posebice
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kaftarinske kiseline, koja je najzastupljenija hidroksicimetna kiselina u kozicama bobica
grozda. Enzim PPO iz grozda olaksava oksidaciju kaftarinske kiseline u kinon, a koji kasnije
moze reagirati s antocijaninima.'’”? Obim razgradnje antocijanina uvelike ovisi o njihovoj
strukturi. Prema dobivenim rezultatima, uzimajuéi u obzir monoglukozide, obim razgradnje
smanjuje se slijede¢im redoslijedom: delfinidin>cijanidin>peonidin>malvidin, a §to je u

skladu s ranije provedenim istrazivanjem.'’'

Od ispitanih antocijanina najstabilniji su
malvidin-3,5-O-diglukozid i peonidin-3,5-O-diglukozid. Aktivnost polifenoloksidaze ovisi o
temperaturi 1 vremenu inkubacije. Optimalna temperatura za ve¢inu PPO iz grozda je na
priblizno 15°C'®, dok je pri 4 °C aktivnost PPO na priblizno 60 % maksimalne aktivnosti.'®’
Dobiveni izrazito mali maseni udjeli antocijanina u uzorcima odmrzavanim u hladnjaku
vjerojatno su posljedica produzenog odmrzavanje pri 4 °C zajedno sa ocuvanom aktivnos$éu
PPO.

Flavonoli su sadrZani u staniénim vakuolama.'” Najveéi maseni udjeli ove skupine
spojeva nadeni su u uzorcima zamrznutim s jastu¢icem, a ¢ija je kozica odvojena sa jos
zamrznutih bobica (Tablica 4.6). U svim zamrznutim uzorcima maseni udjeli ove skupine
spojeva bili su vec¢i od onih odredenih u svjezim uzorcima. U usporedbi s antocijaninima, ova
je skupina spojeva manje podlozna oksidacijskoj razgradnji djelovanjem PPO. Prisutnost
f-glikozidaza prirodno sadrzanih u grozdu moze utjecati na masene udjele flavonol-glikozida.
Ovi enzimi mogu cijepati f-glikozidnu vezu u molekulama flavonol-3-O-glikozida, a pri

5 .
U uzorcima

v . v . . 4 . . NP4 1
¢emu dolazi do otpustanja odgovarajuceg flavonol aglikona 1 Secera.
zamrznutim sa i bez jastucica, a koji su odmrzavani pri sobnoj temperaturi, u hladnjaku i u

mikrovalnoj opaZena je prisutnost odgovarajucih aglikona.
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Tablica 4.6. Utjecaj razli¢itih nacina zamrzavanja i odmrzavanja na masene udjele flavonoida

w / mg kg ™' suhe koZice

Spoj 3% 78’ ST® MP* HL® Z8J° STJ’ MPJ® HLJ
Delfinidin-3,5-O-diglukozid 1560,97° 1513,00° 557,28" 875,02° 364,07 2149,02° 1054,74" 1131,78" 716,068
Cijanidin-3,5-O-diglukozid 1026,35" 1332,23° 745,79° 881,66° 288,39¢ 1701,47° 911,68° 1167,09° 514,788

Delfinidin-3-O-glukozid 10981,34° 11246,03° 6059,34° 8263,83° 4492,25¢ 13663,03° 873025 9023,91" 7671,562
Peonidin-3,5-O-diglukozid 1283,19¢ 1626,28° 1431,69% 1456,44° 1242,04° 1888,02¢ 1396,54° 1743,12° 1425,7"
Malvidin-3,5-O-diglukozid 11295,17" 17040,77* 15624,17™ 15800,77™ 14434,8° 17807,87°  16398,67™ 174874 15022

Cijanidin-3-O-glukozid 2356,17° 2828,14° 1720,61° 2358,83° 1546,91¢ 3222,16° 2272,04° 2453,17¢ 2400,3°¢

Peonidin-3-O-glukozid 560,76 696,93 503,28" 49527° 437,56° 711,11° 537,98"¢ 597,59% 622,3¢

Malvidin-3-O-glukozid 7749418 9630,81° 6839,38" 8423,81° 6832,25" 11043,76° 7254,24° 9221,21° 9077,8"

Ukupni antocijanini 36813,358 45914,19" 33481,53" 38555,63° 29638,3° 52186,43°  38556,14° 428252f 37450

Miricetin-3-O-glukozid 624,168 726,78° 379,80° 454,00° 446,73° 968,18° 256,94¢ 507,47 370,01°

Rutin 143,33" 285,62° 261,19™ 221,02 °¢ 212,54 246,19% 204,16 267,3 236,57™

Kvercetin-3-O-glukuronid 87,51 183,7 256,48° 177,49 145,09° 181,21 179,87 194,79¢ 162,88°

Kvercetin-3-O-glukozid 1308,99° 1935,37° 1861,73° 2059,33¢ 1845,07° 2139,63° 2163,33° 2158,14° 2037,78¢
Kemferol- 3-O-glukuronid 31,59" 72,55 82,67 64,58 62,13° 74,00 50,98¢ 84,19 64,54
Izoramnetin-3-O-glukozid 19,88" 32,59° 0 0 0 29,93° 0 0 0

Ukupni flavonoli 221546 3236,6" 2841,87" 2976,42° 2711,56¢ 3639,14° 2855,29" 3211,90° 2871,78"
Galokatehin 66,30 68,13 45,19° 54,04° 16,07¢ 82,94° 41,70° 64,62 15,17¢
Procijanidin B1 57,82 64,23 32,11° 57,44 38,36 58,49 44,39° 44,06° 52,84%
Epigalokatehin 37,38° 34,48 17,434 39,25 37,38° 29,04 25,43° 30,18 32,27
Katehin 38,43¢ 27,32 11,76 25,35% 15,19 31,70 13,15° 19,57 14,20°
Procijanidin B2 30,57 31,99 18,21 22,33 13,96° 28,07 16,97 21,31 14,58

Epikatehin 21,58¢ 18,82% 5,35% 10,69° 4,78 16,09° 6,16 8,05 3,98°

Ukupni flavan-3-oli 252,07° 244,98" 130,06 209,10° 125,74° 246,33 147,82° 187,79¢ 133,00°

! Uzorci analizirani neposredno nakon berbe; “Skidanje koZice sa zamrznutih bobica bez jastu¢iéa; * Odmrzavanje bobica bez jastudi¢a na zraku pri sobnoj temperature
(25 °C) u trajanju od 1,5 h; *Odmrzavanje bobica bez jastu¢iéa u mikrovalnoj peénici (100 W) u trajanju od 1 min; *Odmrzavanje bobica bez jastu¢i¢a u hladnjaku (4 °C)
u trajanju od 15 h; ; ®Skidanje koZice sa zamrznutih bobica s jastu¢i¢em; 'Odmrzavanje bobica s jastudiéem na zraku pri sobnoj temperaturi (25 °C) u trajanju od 1,5 h;

*0dmrzavanje bobica s jastu¢i¢em u mikrovalnoj peénici (100 W) u trajanju od 1 min; ’°Odmrzavanje bobica s jastu¢iéem u hladnjaku (4 °C) u trajanju od 15 h

Srednje vrijednosti oznacene razli¢itim slovima u redu, ukazuju na statisti¢ki znacajnu razliku u skladu s Tukey-evim testom (p<0,05)
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U kozicama bobica grozda, stani¢na stijenka tvori barijeru koja onemoguéava difuziju
sastavnica stanica, ukljucujuci i fenole, te u isto vrijeme Stiti stanicu od vanjskih utjecaja.
Stani¢na stijenka koZica groZda izgradena je od polisaharida (celuloze, hemiceluloze,
pektina), strukturnih proteina te fenola od kojih su najzastupljeniji flavan-3-oli i fenolne
kiseline. Flavan-3-oli mogu biti sadrzani i u slobodnom stanju u stani¢nim vakuolama.
Maseni udjeli flavan-3-ola u svjezim uzorcima veci su od onih u zamrznutim uzorcima bez
obzira na nacin zamrzavanja i primijenjenu metodu odmrzavanja, a ta razlika ovisi o samom
spoju, ali i o nafinu zamrzavanja i odmrzavanja (Tablica 4.6). Najmanji maseni udjeli ovih
spojeva opazeni su u uzorcima zamrznutim bez jastuci¢a, a koji su odmrznuti na sobnoj
temperaturi 1 u hladnjaku. Nastanak kristalica leda do kojeg dolazi prilikom zamrzavanja
uzrokuje ireverzibilnu strukturnu razgradnju stani¢ne stijenke. Cijepanje struktura stani¢ne
stijenke nije specificno pa ono dovodi do strukturnih promjena njezinih sastavnica pa tako i
flavan-3-ola. Isto tako flavan-3-oli, a posebice katehin, su o-difenoli, a koji su primarni
supstrati enzima PPO.'®® Ireverzibilna strukturna razgradnja stani¢nih stijenki zajedno s
djelovanjem PPO moze biti razlog opaZenim manjim masenim udjelima flavan-3-ola u
zamrznutim uzorcima u odnosu na one u svjezima.

Hidroksicimetne i hidroksibenzojeve kiseline mogu biti sadrzane u slobodnom obliku
u citoplazmi ili biti vezane na strukture stani¢ne stijenke. Ove kiseline mogu tvoriti eterske
veze s ligninom preko svojih hidroksilnih skupina aromatskih prstenova kao 1 esterske veze sa
strukturnim ugljikohidratima i proteinima preko karboksilnih skupina.*'’* S obzirom na
svoju kemijsku strukturu, ove se kiseline smatraju o-difenolima pa su stoga 1 izvrsni supstrati
za PPO.'"®® Navedene osobitosti hidroksicimetnih i hidroksibenzojevih kiselina mogu biti
razlogom za opazene manje masene udjele ovih kiselina u zamrznutim uzorcima u odnosu na
svieze (Tablica 4.7). Uzimajuéi u obzir samo zamrznute uzorke, najve¢i maseni udjeli
dobiveni su u uzorcima zamrznutim s jastu¢i¢em s €ijih je bobica jo§ u zamrznutom stanju
odvojena kozica, a u kojima je o¢uvano priblizno 61 % masenog udjela hidroksicimetnih i
90 % masenog udjela hidroksibenzojevih kiselina u odnosu na svjeze uzorke. U uzorcima
zamrznutim bez jastuci¢a i odmrznutim u hladnjaku ocuvano je svega 6 % masenog udjela
hidroksicimetnih kiselina u odnosu na svjeze uzorke.

Stilben frans-resveratrol-3-O-glukozid sadrzan je u staniénim vakuolama i AVIL.'?
Opazeno je da svjezi uzorci sadrze znaCajno vece masene udjele ovog spoja u odnosu na
masene udjele u zamrznutim uzorcima bez obzira na nain zamrzavanja i metode

odmrzavanja (Tablica 4.7). Zamrzavanje uzoraka bez jastuci¢a uz odmrzavanje u hladnjaku
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dovodi do potpunog gubitka framns-resveratrol-3-O-glukozida. S obzirom da u navedenom
spoju izmedu resveratrola 1 glukoze postoji f-glikozidna veza on je potencijalni supstrat
enzima f-glikozidaze, a $to moze objasniti dobivene rezultate.

Ukupan maseni udio fenola izrazen je kao zbroj pojedinacnih spojeva (Tablica 4.7).
Postupak zamrzavanja te metoda odmrzavanja znacajno utje¢u na maseni udio ukupnih fenola
(Slika 4.2). Najve¢i maseni udio ukupnih fenola odreden je u uzorcima zamrznutim s
jastuci¢em, a s ¢ijih je bobica jo§ u zamrznutom stanju odvojena kozica, a $to je posljedica
pozitivnog u¢inka ovakvog nafina zamrzavanja i odmrzavanja na masene udjele antocijanina i
flavonola, a koji ¢ine viSe od 95 % ukupnog sadrzaja fenola u koZicama bobica grozda.
Skidanje kozica sa jo§ zamrznutih bobica vrlo je slozen postupak posebno kada je u vrlo
kratkom vremenskom periodu potrebno obraditi veliki broj uzoraka. Jedan od mogu¢ih na¢ina
za prevladavanje tog problema je odmrzavanje uzoraka u mikrovalnoj peénici. Ovaj nacin
odmrzavanja ima neke prednosti u odnosu na ostale metode odmrzavanja (hladnjak i sobna
temperatura) od kojih je potrebno naglasiti kratko vrijeme odmrzavanja, koje je najcesce
kra¢e od dvije minute. Ovim nacinom odmrzavanja ocuvano je 82 % masenog udjela
antocijanina, 88 % flavonola, 74 % flavan-3-ola, 27 % hidroksicimetnih kiselina, 66 %
hidroksibenzojevih kiselina, 21 % stilbena te 82 % ukupnih fenola u odnosu na maksimalni
odredeni maseni udio, a $to ukazuje na to da ova metoda odmrzavanja moZe biti dobra metoda
odmrzavanja kada je potrebno provesti pripravu velikog broja uzoraka koZzica bobica grozda u

kratkom vremenu.
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SV-Uzorci analizirani neposredno nakon berbe; ZS-Skidanje kozice sa zamrznutih bobica bez jastuci¢a; ST-Odmrzavanje bobica bez jastucica na
zraku pri sobnoj temperaturi (25 °C) u trajanju od 1,5 h; MP-Odmrzavanje bobica bez jastu¢i¢a u mikrovalnoj peénici (100 W) u trajanju od 1 min;
HL-Odmrzavanje bobica bez jastu¢i¢a u hladnjaku (4 °C) u trajanju od 15 h; ZSJ-Skidanje kozice sa zamrznutih bobica s jastu¢i¢em; STJ-
Odmrzavanje bobica s jastu¢icem na zraku pri sobnoj temperature (25 °C) u trajanju od 1,5 h; MPJ-Odmrzavanje bobica s jastu¢icem u mikrovalnoj
peénici; HLJ-Odmrzavanje bobica s jastu¢i¢em u hladnjaku

Slika 4.2. Ovisnost masenog udjela ukupnih fenola o primijenjenoj metodi zamrzavanja i
odmrzavanja
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Tablica 4.7. Utjecaj razli¢itih na¢ina zamrzavanja i odmrzavanja na masene udjele hidroksicimetnih i hidroksibenzojevih kiselina te stilbena

w / mg kg™' suhe koZice

Spoj % 78’ ST MP" HL® 7SJ° STJ MPJ® HLJ
Kaftarinska kiselina 389,90 175,58" 19,86" 47,488 9,57 275,61° 31,38" 104,92° 7,46°
Kafeinska kiselina 43,64 8,16 0,00 4,88% 0,00 15,78° 2,01 8,79 0,00
p-Kutarinska kiselina 375,48" 156,78" 19,70° 33,22° 17,50° 205,17 25,66 81,23° 21,52°
p-Kumarinskakiselina 23,49 23,97 9,76 9,99 8,54 8,76" 9,86 12,45 9,28°
Ferulinska kiselina 34,03° 15,41% 9,72 10,28 8,274 11,46% 8,12¢ 12,75% 10,20%
Sinapinska kiselina 17,27% 15,45° 11,35 9,37° 11,87™ 18,97° 15,38 15,35 11,05
Ukupne E‘;:l‘i’lll‘:icimet“e 883,81° 395,35 70,39" 115,22 55,75 535,75¢ 92,41° 235,49 59,51
Galna kiselina 12,92¢ 2,96® 0,00 1,91° 0,00 9,69 2,25 0,00 0,00
Prokatehinska kiselina 95,96° 70,88° 53,31° 72,99 50,73° 87,84° 61,44¢ 71,37 53,48°
Ukupne hidroksibenzojeve 108,88° 97,27 53,31 74,90" 50,73" 97,53" 63,69" 71,37 53,48"
Kiseline
trans-Resveratrol-3-O-glukozid 256,41° 142,96* 30,80° 65,98° 0,00 221,64 23,73 53,41° 1,64°
Ukupni fenoli 405398 50031* 36608" 41997 32586 56927¢ 41739° 46595 40866°

' Uzorci analizirani neposredno nakon berbe; “Skidanje koZice sa zamrznutih bobica bez jastu¢iéa; > Odmrzavanje bobica bez jastudiéa na zraku pri sobnoj temperature
(25 °C) u trajanju od 1,5 h; *Odmrzavanje bobica bez jastu¢i¢a u mikrovalnoj peénici (100 W) u trajanju od 1 min; *Odmrzavanje bobica bez jastu¢i¢a u hladnjaku (4 °C) u
trajanju od 15 h; °Skidanje koZice sa zamrznutih bobica s jastu¢i¢em; ’Odmrzavanje bobica s jastu¢iéem na zraku pri sobnoj temperaturi (25 °C) u trajanju od 1,5 h;
$0dmrzavanje bobica s jastu¢i¢em u mikrovalnoj pe¢nici (100 W) u trajanju od 1 min; *°Odmrzavanje bobica s jastu¢iéem u hladnjaku (4 °C) u trajanju od 15 h

Srednje vrijednosti oznacene razli¢itim slovima u redu, ukazuju na statisticki znacajnu razliku u skladu s Tukey-evim testom (p<0,05)
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4.2.2.1. Usporedba razlicitih nacina pohrane uzoraka

Usporedena su Cetiri razli¢ita naCina priprave uzoraka kozica bobica grozda, obrada tek
ubranog uzorka uz suSenje liofilizacijom, pohrana suhog liofiliziranog uzorka te
pohranjivanje uzoraka s jastu€i¢em zamrzavanjem i kasnije skidanje kozica s jo§ zamrznutih
bobica, na masene udjele pojedinih fenola te na masene udjele ukupnih fenola koji su izrazeni
kao zbroj pojedinac¢nih vrijednosti (Tablica 4.8). Temeljem dobivenih rezultata moze se
zaklju€iti da pohranjivanje uzoraka zamrzavanjem ima pozitivan ucinak na ekstraktibilnost
antocijanina 1 flavonola. Kada je potrebno odrediti toan maseni udio pojedinih
hidroksicimetnih kiselina, analizu je potrebno provesti neposredno nakon berbe jer su gubici
do kojih dolazi tijekom postupka pohranjivanja bilo zamrzavanjem bilo pohranjivanjem
suhoga liofiliziranog praha izrazito veliki (ve¢i od 40 %), a S$to u konacnici moZe dati
pogresnu sliku o njithovom stvarnom masenom udjelu. U slucaju ostalih skupina spojeva
razlike izmedu masenih udjela u uzorcima podvrgnutim razli¢itim nadinima priprave su

statisticki znacajne, ali su manje od 25 %.

Tablica 4.8. Utjecaj razli¢itih nadina priprave uzoraka na masene udjele fenola

w/ mg kg™ suhih koZica

opol Liofilizacija 6 Zamrznuto
Liofilizacija . X skidanje s
mjeseci . L
jastucicem
Kaftarinska kiselina 417,35%£1,58 286,83bi6,06 275,61%£2.48
Kafeinska kiselina 42,55°+£2,24 24,55°+1,75 15,78°+0,84
p-Kutarinska kiselina 382,32%+3,02 228,832 91 205,17°£3,14
p-Kumarinska kiselina 24,89%+2 49 14,18%+3,52 8,76°+0,85
Ferulinska kiselina 38,38°+2,79 16,61°+2,40 11,46°+1,52
Sinapinska kiselina 20,00%1,80 11,24%42,12 18,97%1,74

Ukupne hidroksicimetne
kiseline

925,48+3,71

582,25"+12,48

535,75°45,19

Galna kiselina
Prokatehinska kiselina

Ukupne hidroksibenzojeve
kiseline

11,91%42,40
78,50%1,55

90,42°+3,13

17,75°+2,50
106,83"+£1,28

124,58"+3,47

9,69°+1,27
87,84°+2,83

97,53%:3,28

trans-Resveratrol-3-O-
glukozid

219,91°+7,74

165,83"+£5,88

221,64°+6,21

Ukupni fenoli

41224°+2

35899°+6

56927°+5
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Tablica 4.8. Utjecaj razli¢itih na¢ina priprave uzoraka na masene udjele fenola [Nastavak]

w / mg kg™' suhih koZica

Spoj Liofilizacija 6 Zamrznuto
Liofilizacija 1zacy skidanje s
mjeseci . e

jastucicem
Delfinidin-3,5-O-diglukozid 1537,79°£27,23 1390,93bi29,91 2149,02°£30,72
Cijanidin-3,5-O-diglukozid 1032,65%+6,97 920,19*+18,10 1701,47°+11,63
Delfinidin-3-O-glukozid 10976,59%+50,87 9240,09bi76,03 13663,03°+83,55
Peonidin-3,5-O-diglukozid 1337,09°+£36,91 1232,03%+36,80 1888,02°¢£12,11

Malvidin-3,5-O-diglukozid
Cijanidin-3-0O-glukozid

11799,73%60,12
2376,41%421,07

10240,53°+118,09
1892,00°+7,37

17807,87°+97,13
3222,16°49,45

Peonidin-3-O-glukozid 601,73"+9,08 483,71°+24,19 711,11°42,32
Malvidin-3-O-glukozid 7783,57°£173,24 6272,43°+308,95 11043,76°+7,23
UKupni antocijanini 37445,60°+210,72 31671,81"£468,37 52186,43°+180,49
Miricetin-3-0-glukozid 625,60°+£8,46 619,42°+8,94 968,18°+5,10
Rutin 145,14*+2,01 144,37°+3,80 246,19°+3,09
Kvercetin-3-0-glukuronid 80,97°+0,64 80,50°+1,87 181,21°+0,94
Kvercetin-3-O-glukozid 1225,317+£25,68 1160,47°+9,98 2139,63°£25,53
Kemferol-3-O-glukuronid 35,12%+2,42 29,31%1,15 74,00°+4,34
[zoramnetin-3-0O-glukozid 102,13%+4,11 93,39%+3,08 29,93%3 91
Ukupni flavonoli 2214,27°+36,34 2133,46"+5,55 3639,14°+28,96
Galokatehin 70,38°+0,12 69,92%+3,15 82,94"+0,31
Procijanidin B1 83,72°+1,75 57,25°+3,34 58,49°+1,68
Epigalokatehin 36,51%+1,96 36,12°+1,56 29,04%1,27
Katehin 51,98%+1,38 41,25°+2,32 31,70%2,00
Procijanidin B2 54,45"£3,20 28,21°+1,33 28,07°+1,63
Epikatehin 32,05°+£2,42 25,18%+3,94 16,09+0,69
Ukupni flavan-3-oli 329,09°+7,70 257,94"+11,49 246,33°+5,78

Srednje vrijednosti oznacene razli¢itim slovima u redu, ukazuju na statisticki znacajnu razliku u skladu s Tukey-evim testom

(p<0,05)
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4.2. Optimiranje ekstrakcijskih metoda

Za potrebe optimiranja pojedinih ekstrakcijskih tehnika primijenjen je Box-Behnkenov
eksperimentalni dizajn. Nakon provedenih pokusa dobiveni odzivi (maseni udjeli
antocijanina, flavonola i flavan-3-ola) statisticki su obradeni pomocu polinomne jednadzbe
(jednadzba 2.1) pri ¢emu su dobivene vrijednosti pojedinih koeficijenata odredenih Clanova
jednadzbe. Signifikantnost modela kao 1 regresijski koeficijenti odredeni su analizom
varijance. Primjenom povratne eliminacije (engl. Backward Elimination) uklonjeni su
statisticki bezna¢ajni ¢lanovi modela. Koeficijent determinacije (R’), prilagodeni R’,
p-vrijednosti modela i1 neprikladnosti modela kao i1 preciznost parametri su koji opisuju
prikladnost i1 to¢nost modela. Da bi model bio znacajan, p-vrijednost modela mora biti manja
od 0,05 dok p-vrijednost neprikladnosti modela mora biti veéa od 0,05. Razlike izmedu
koeficijenta determinacije i prilagodenog koeficijenta determinacije moraju biti §to manje.
Preciznost je mjera omjera signala i Suma, a ta vrijednost mora biti veca od 4 da bi model bio
prikladan. Medudjelovanje pojedinih ekstrakcijskih faktora odredeno je iz grafova kontura
(engl. Contour Plof). Opcenito, elipticni oblik kontura ukazuje na vrlo znacajno
medudjelovanje izmedu odgovarajuc¢ih faktora, dok kruzni oblik kontura ukazuje na
zanemarivo medudjelovanje izmedu istih.'”® Dobivanje optimalnih vrijednosti za pojedine
skupine spojeva kao i za sve njih zajedno provedeno je primjenom Derringerove funkcije

(jednadzbe 2.2 1 2.3).

4.2.1. Odabir organske faze
Vrsta ekstrakcijskog otapala ima znacajan u€inak na ucinkovitost postupka ekstrakcije. Na
topljivost flavonoida znacajno utjece polarnost uporabljenog otapala. Ovisno o primijenjenom
ekstrakcijskom otapalu u ekstraktu mogu biti sadrzani flavonoidi, ali i druge skupine spojeva
Seceri, organske kiseline 1 masti, a koji su topljivi u pripadnom ekstrakcijskom otapalu. Da bi
se postigle izvrsna ucinkovitost i dobra selektivnost neophodno je primijeniti prikladno
ekstrakcijsko otapalo. Metanol i etanol imaju vrlo sli¢na fizikalno-kemijska svojstva.
Lapornik i sur.'”” pokazali su da je etanol bolja organska faza od metanola u ekstrakcijskom
otapalu za ekstrakciju fenola. Primjena ultrazvuka visokih frekvencija moze povecati nastanak
hidroksilnih radikala. Nastanak ovih radikala moze se sprijeciti dodatkom malih koli¢ina
etanola. Etanol moze smanjiti temperaturu unutar kavitacijskog mjehurica te time utjecati na

178,179

kemijske promjene. Isto tako vrijednosti faktora rasipanja (tan o) u slucaju istith molarnih

udjela etanola i metanola u vodenim otopinama vece su u otopinama koje sadrze etanol. Vece
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vrijednosti ovog faktora omogucavaju vecu provodnost mikrovalova kroz medij, a ¢ime se
povecava uéinkovitost mikrovalovima potpomognute ekstrakcije.'® Temeljem navedenog kao
1 ¢injenice da je etanol ekoloski prihvatljivo otapalo te nema negativnih ucinaka na ljudsko
zdravlje, odabran je kao jedna od tri organske faze u ekstrakcijskim otapalima. Prema nekim
provedenim istrazivanjima aceton je izvrsno organsko otapalo za ekstrakciju flavan-3-ola.”’
Kao tre¢a organska faza odabran je acetonitril temeljem rezultata istrazivanja provedenih

tijekom razvoja i optimiranja metode HPLC za analizu fenola.'™

Flavonoidi, a posebice
antocijanini najstabilniji su pri niskim pH-vrijednostima kad se nalaze u obliku flavilijevog
kationa pa je stoga ekstrakciju potrebno provoditi u kiselim uvjetima. Acilirani antocijanini
kao 1 flavonol-3-O-glikozidi nestabilni su u otopinama koje sadrze jake anorganske kiseline
pa je stoga nuzno koristiti slabe organske kiseline kao Sto je mravlja kiselina. Dodatkom
mravlje kiseline u ekstrakcijsko otapalo dolazi do znafajnog povecanja sadrzaja pojedinih
flavonoida (Dodatak Tablica 7.1). IstraZivanje koje su proveli Bakker i Timberlake'®* ukazuje
na mogucnost nastanka formiliranih derivata antocijanina u ekstrakcijskim sustavima koji
sadrze 2 % mravlje kiseline. Podrobnim pregledom kromatograma snimljenih pri 518 nm
nakon injektiranja ekstrakta dobivenih primjenom ekstrakcijskog otapala koje je sadrzavalo
1 % mravlje kiseline, nisu opazeni formilirani derivati antocijanina. Temeljem navedenih

opazanja u daljnjim pokusima koriStena su ekstrakcijska otapala koja su kao organsku fazu

sadrzavala razli¢ite volumne udjele acetonitrila, acetona ili etanola te 1 % mravlje kiseline.

4.2.2. Optimiranje ekstrakcije ¢vrsto-tekuce

Box-Behnkenov eksperimentalni dizajn najucinkovitiji je kada se primjenjuje na relativno
uskom rasponu vrijednosti pojedinih eksperimentalnih faktora pa je ponekad potrebno
provesti odredivanje tih raspona primjenom metode koja ukljucuje izu¢avanje ucinka jednog
faktora na konacni rezultat dok su ostali faktori stalni. Ovakav je pristup koriSten za
odredivanje optimalnog raspona vremena ekstrakcije te za odredivanje optimalnog broja
ekstrakcijskih koraka i omjera mase uzorka i volumena ekstrakcijskog otapala.

4.2.2.1. Odredivanje optimalnog raspona trajanja ekstrakcije

Utjecaj vremena ekstrakcije na masene udjele antocijanina, flavonola i flavan-3-ola prikazani
su na slici 4.3. Znacajno povecanje masenog udjela antocijanina opazeno je izmedu 1 hi 3 h.
Sli¢an trend slijede flavonoli te flavan-3-oli. Duze trajanje ekstrakcije dovodi do znacajnog
smanjenja masenih udjela antocijanina i flavonola, dok je maseni udio flavan-3-ola ostao
gotovo nepromijenjen. Ovakvo opazanje moze biti posljedica hidrolize antocijanina i

flavonol-3-0O-glikozida pri ¢emu nastaju antocijanidini i aglikoni flavonola jer se ekstrakcija
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odvija u kiselom mediju. Temeljem dobivenih rezultata u daljnjim pokusima (primjena

eksperimentalnog dizajna) koriSten je raspon vremena ekstrakcije od 1 h do 3 h.
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Slika 4.3. Utjecaj trajanja ekstrakcije na masene udjele a) antocijanina, b) flavonola i
¢) flavan-3-ola

4.2.2.2. Utjecaj broja ekstrakcijskih koraka

Broj ekstrakcijskih koraka znacajno utjeCe na masene udjele antocijanina, flavonola te
flavan-3-ola (Slika 4.4). Najve¢i maseni udjeli svih triju skupina spojeva odredeni su u
ekstraktima dobivenim jednim ekstrakcijskim korakom. Povecéanje broja ekstrakcijskih koraka
dovodi do gotovo linearnog smanjena masenih udjela ispitanih flavonoida, a $to je u skladu s
opazanjem Manea i sur.'™ Izradunata relativna standardna odstupanja (RSD) najveéa su u
slucaju ekstrakcije koja se provodi u tri koraka, a $to se moZze objasniti u€estalim prijenosom

uzorka iz jedne posude u drugu.
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Slika 4.4. Ovisnost masenog udjela a) antocijanina, b) flavonola i ¢) flavan-3-ola o broju
ekstrakcijskih koraka

4.2.2.3. Utjecaj omjera mase uzorka i volumena ekstrakcijskog otapala

Na slici 4.5 prikazan je utjecaj omjera mase uzorka i volumena ekstrakcijskog otapala tj.
omjera faza na masene udjele flavonoida. Povecanjem omjera faza dolazi gotovo do linearnog
povecanja masenih udjela antocijanina, flavonola odnosno flavan-3-ola. Najveci maseni udjeli
za sve ispitane skupine flavonoida odredeni su u ekstraktima s omjerom mase uzorka i
volumena ekstrakcijskog otapala od 1:80 g mL™", a §to je u dobrom slaganju s istrazivanjem
koje su proveli Cacace i Mazza."”' Poveéanje masenih udjela flavonoida s poveéanjem omjera
faza u skladu je s principom prijenosa mase. Pokretacka sila tijekom prijenosa mase unutar
¢vrstine je koncentracijski gradijent koji se povecava s povefanjem omjera faza, $to u

konacnici dovodi do poveéanja brzine difuzije.
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Slika 4.5. Utjecaj omjera faza na masene udjele a) antocijanina, b) flavonola te c) flavan-3-ola

4.2.2.4. Optimiranje postupka SLE primjenom BBD

Temeljem rezultata dobivenih u prethodnim pokusima odabrane su razine ekstrakcijskih
faktora. Kao ekstrakcijski faktori koriSteni su vrsta organskog otapala, njegov udio u
ekstrakcijskom otapalu te vrijeme i1 temperatura ekstrakcije (Tablica 3.5). Prilagodavanjem
podataka razli¢itim modelima pokazalo je da se maseni udjeli antocijanina, flavonola te
flavan-3-ola najbolje mogu prikazati kvadratnom polinomnom jednadZzbom. Parametri
provedene ANOVA zajedno s dobivenim koeficijentima za pojedine clanove kvadratne
jednadzbe prikazani su u tablici 4.7. Odredene p-vrijednosti modela manje su od 0,0001, dok
su one neprikladnosti modela znacajno vece od 0,05 Sto ukazuje na veliki znacaj dobivenih
modela.

Najznacajniji ekstrakcijski faktor je vrsta organskog otapala, a najprikladnije organsko
otapalo za sve tri skupine flavonoida je acetonitril. Premda se smatra da je aceton dobro
organsko otapalo za ekstrakciju flavan-3-ola, on je izrazito nepogodno otapalo za antocijanine
bez obzira u kojem je volumnom udjelu sadrzan u ekstrakcijskom otapalu. Lu i sur.'® istrazili

su neobi¢ne reakcije antocijanina s acetonom te su opazili nastanak piranoantocijanidina
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nakon trodnevne reakcije pri 40 °C. Ovi spojevi imaju apsorpcijske maksimume pri valnim
duljinama od priblizno 480 nm. Podrobnim pregledom nekih kromatografskih pikova na
kromatogramima dobivenim injektiranjem acetonskih ekstrakata opazene su neuobiCajene
koeluacije 1 novi pikovi pri valnoj duljini od 360 nm. Novi pikovi imaju apsorpcijske
maksimume pri /=480 nm te stoga mogu biti piranoantocijanidini nastali reakcijama izmedu
acetona 1 antocijanin-3-O-glukozida (Dodatak Slika 7.1). Ovi su spojevi detektirani u svim
ekstraktima dobivenim s vodenim otopinama acetona bez obzira na njegov volumni udio,
vrijeme 1 temperaturu ekstrakcije, a najzastupljeniji su u ekstraktima dobivenim kada je udio
acetona bio 50 %, temperatura 60 °C, a vrijeme ekstrakcije 3 h.

Udio organskog otapala ima znacajan utjecaj na masene udjele antocijanina, flavonola
1 flavan-3-ola. Za sve ispitane skupine flavonoida dovoljan je volumni udio acetonitrila od
20 %. Takvo opaZanje je u skladu 1 s kromatografskim uvjetima za njihovu analizu jer ve¢ina
ispitanih spojeva eluira u razdoblju od 40 min kada volumni udio acetonitrila u

kromatografskom sustavu ne prelazi 20 %.
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Tablica 4.9. Koeficijenti polinomne jednadzbe drugog reda i regresijski koeficijenti odziva te
parametri ANOVA za dobivene modele

&l Antocijanini Flavonoli Flavan-3-oli
an Koeficijent p-vrijednost Koeficijent p-vrijednost Koeficijent p-vrijednost
Model <0,0001 <0,0001 <0,0001
Neprikladnost 0,1798 0,7409 0,2851
modela
Odsjecak 38804,40 2910,67 196,19
AUdio organske 753,86 0,0044 4372 0,0266 7,08 <0,0001
B:Temperatura -237,32 0,3369 1,91 09191 7,38 <0,0001
C:Vrijeme -862,56 0,0014 -35,68 0,0663
D[1]:Otapalo 2465,15 <0,0001 177,05 <0,0001 1,54 <0,0001
D[2]:Otapalo 2019,53 <0,0001 177,12 <0,0001 -5,56 <0,0001
AB -483,26 0,1706 -17,97 0,5014 -6,39 0,0005
AC 363,63 0,2989 -26,11 0,3308
ADJ[1] —83,05 0,9079 6,00 0,5868 —4,04 0,0012
ADJ[2] -67,91 0,8334 -26,24 0,3068 -3,04 0,0017
BC 72,93 0,5917 27,46 0,5191
BD[1] ~335,64 0,7256 -28,75 0,8556
BD|2] 67,28 0,0013 5,40 0,0012
CDJ1] ~146,91 0,0004 -13,21 0,0036
CD|2] 276,43 0,9525 12,32 0,8772
A? 1277,93 0,0044 99,26 0,0266 10,41 <0,0001
B’ -1436,61 0,3369 -87,60 0,9191 3,42 0,0765
C’ 21,48 0,0014 4,28 0,0663
R’ 0,9339 0,9333 0,8044
Prilagodeni R 0,8921 0,8914 0,7541
Preciznost 17,24 15,21 16,88

Temperatura ekstrakcije vazan je faktor. PoviSenje temperature do 50 °C ima pozitivan
ucinak na povecanje masenih udjela antocijanina i flavonola. Pri vi§im temperaturama
povecava se topljivost fenolnih spojeva sadrzanih u kozicama grozda dok se u isto vrijeme
smanjuje viskoznost ekstrakcijske smjese, a Sto dovodi do povecanja ucinkovitosti
ekstrakcije. PoviSenje temperature na vrijednosti viSe od 50 °C uzrokuje znacajno smanjenje
masenih udjela antocijanina i flavonola. Takvo opaZanje moze biti posljedica termicke
nestabilnosti ovih skupina spojeva kao i njihove oksidacije. Pri temperaturama vis§im od 50 °C
moze do¢i do hidrolize Se¢ernih skupina antocijanina i flavonol-3-O-glikozida. Temperature
viSe od 50 °C imaju pozitivan ucinak na masene udjele flavan-3-ola. Neka istrazivanja

ukazuju na to da je ova skupina spojeva vrlo stabilna pri vi§im temperaturama. Zhu i sur.'®

111



pokazali su da zagrijavanjem ekstrakata zelenog ¢aja pri temperaturi od 100 °C u trajanju od
7 h dolazi do smanjenja masenih udjela flavan-3-ola od svega 15 %.

Trajanje ekstrakcije od 1 h dovoljno je za vrlo u¢inkovitu ekstrakciju antocijanina i
flavonola. DuZze trajanje ekstrakcije ima pozitivan ucinak na masene udjela flavan-3-ola.
Tijekom ekstrakcije u kiselom mediju moZe do¢i do hidrolize tanina. Tanini kozica bobica
grozda izgradeni su od monomernih oblika flavan-3-ola medusobno povezanih
interflavanskim vezama, a epikatehin i katehin najzastupljenije su terminalne jedinice tanina.
Tijekom hidrolize prvo dolazi do cijepanja terminalnih jedinica tanina, a §to se moZe objasniti
nepostojanjem sterickih smetnji. Pri produZenoj ekstrakciji pri viSim temperaturama dolazi do
znaajne hidrolize tanina pa time i do povecanja masenog udjela flavan-3-ola u dobivenim
ekstraktima.

Medudjelovanje ekstrakcijskih faktora odredeno je iz grafova kontura (Slika 4.6). U
slucaju antocijanina i flavonola najznacajnije medudjelovanje, bez obzira na vrstu organskog
otapala, opaZeno je izmedu volumnog udjela organske faze i temperature ekstrakcije,
volumnog udjela organske faze i vremena ekstrakcije te temperature i vremena ekstrakcije.
Obje skupine spojeva u svim slucajevima slijede isti trend. Temperatura i volumni udio
organske faze u ekstrakcijskom otapalu imaju znacajan ucinak na viskoznost ekstrakcijskog
otapala. Smanjenje viskoznosti olakSava difuziju analita iz cvrstog uzorka u okolno
ekstrakcijsko otapalo pa time povecava ucinak ekstrakcije. Povisenjem temperature smanjuje
se viskoznost otapala pa je potreban i manji udio organske faze. U slu¢aju antocijanina i
flavonola poviSenje temperature dovodi do smanjenja volumnog udjela organske faze u
ekstrakcijskom otapalu (Slika 4.6 a, b, c, j, k, ). Pri temperaturi od 45 °C smanjenje
volumnog udjela organske faze i skraivanje vremena ekstrakcije dovode do povecanja

masenih udjela antocijanina i flavonola u ekstraktima (Slika 4.6 d, e, f, m, n, o).
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Slika 4.6. Konturni prikazi najznacajnijih interakcijskih u¢inaka na masene udjele antocijanina, flavonola i flavan-3-
ola uz acetonitril kao organsku fazu: a), d), g), j), m), p), t); uz etanol kao organsku fazu: b), e), h), k), n), r), u); te
aceton kao organsku fazu: c), f), i), 1), 0), s), v)
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Medudjelovanje izmedu temperature 1 vremena ekstrakcije takoder je vazan
ekstrakcijski faktor. PoviSenje temperature dovodi do skra¢ivanja vremena ekstrakcije (Slika
4.6 g, h, 1, p, 1, s). Ovakav rezultat moze se objasniti smanjenom viskoznos¢u ekstrakcijskog
otapala i veCom brzinom difuzije, a §to u konacnici za posljedicu ima da je potrebno krace
vrijeme da analiti iz unutrasnjosti ¢vrstog uzorka dodu na povrSinu te se otope u
ekstrakcijskom otapalu. U slucaju flavan-3-ola jedino znacajno medudjelovanje je izmedu
volumnog udjela organske faze u ekstrakcijskom otapalu i temperature ekstrakcije bez obzira
na vrstu dodanog organskog otapala (Slika 4.6 t, u, v). PoviSenje temperature i smanjenje
volumnog udjela organske faze dovode do povecanja masenog udjela flavan-3-ola u
dobivenim ekstraktima.

Primjenom Derringerove funkcije odredeni su optimalni uvjeti ekstrakcije za pojedine
skupine flavonoida kao i za njih zajedno (Tablica 4.10). Optimalni uvjeti za ekstrakciju
antocijanina i flavonola su jednaki dok se oni za flavan-3-ole razlikuju. Takvo opazanje moze
biti posljedica polozaja navedenih skupina spojeva u stanicama kozica bobica grozda.
Antocijanini i flavonoli nalaze se u stanicnim vakuolama te je za njihovu ekstrakciju potrebno
primijeniti blaZe uvjete ekstrakcije. Flavan-3-oli mogu biti i1 dio stani¢nih stijenki pa su stoga
za njihovo izluCivanje potrebni drugaciji uvjeti, viSa temperatura i vec¢i volumni udio
organske faze jer je potrebno u potpunosti razoriti strukturu stanicne stijenke. Kada je
dobiveni ekstrakt potrebno uporabiti u prehrambenoj, kozmetickoj ili farmaceutskoj industriji
kao organsku fazu u ekstrakcijskom otapalu potrebno je koristiti etanol pa je stoga optimirana
i metoda u slu¢aju primjene etanola.

Prikladnost dobivenih jednadzbi modela za optimalne vrijednosti odziva odredena je
provodenjem eksperimenata pri dobivenim optimalnim uvjetima te usporedivanjem
vrijednosti predvidenim modelom s onima eksperimentalno dobivenima. Dobivene vrijednosti
su vrlo sli¢ne vrijednostima predvidenim modelom. Njihove razlike ne prelaze 1,50 %, Sto

ukazuje da su dobiveni modeli pouzdani i precizni (Tablica 4.10).
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Tablica 4.10. Optimalni uvjeti ekstrakcije SLE, predvidene i eksperimentalno dobivene vrijednosti
za pojedine skupine flavonoida

Predvidena Dobivena
Skupina Organska ¢ (Organska 4/°C t/h vrijednost / vrijednost
faza faza) / % 1 -1
mg kg (n=3) / mg kg
Antocijanini ACN 20 45 1 44524,03 44498,324+59,32
Flavonoli ACN 20 45 1 3249,22 3265,32+15,38
Flavan-3-oli ACN 20 60 2 229,58 226,34+8,25
Konacni ACN 20 50 1
uvjeti
Antocijanini 44522.20 44406,82+110,34
Flavonoli 3229,92 3301,85+20,67
Flavan-3-oli 225,13 223,64+5,43
Konacni EtOH 20 55 1
uvjeti
Antocijanini 43373,60 43419,64+121,87
Flavonoli 3218,14 3274,28423,74
Flavan-3-oli 221,86 217,33+4,35

4.2.3.0ptimiranje ultrazvukom potpomognute ekstrakcije

Kao i1 u slucaju optimiranja metode SLE za odredivanje optimalnog raspona trajanja
ekstrakcije, optimalnog broja ekstrakcijskih koraka i1 omjera mase uzorka i1 volumena
ekstrakcijskog otapala primijenjen je pristup izuavanje ucinka jednog faktora na konacni
rezultat dok su ostali faktori bili stalni.

4.2.3.1. Odabir raspona temperatura ekstrakcija

Temperatura ekstrakcije vazan je faktor koji moze utjecati na viskoznost ekstrakcijskog
otapala. Pri vi§im temperaturama viskoznost se smanjuje pa se time povecava brzina difuzije i
povecava ucinkovitost postupka ekstrakcije. Vise temperature takoder pospjeSuju razaranje
snaznih medudjelovanja izmedu soluta i matrice. Tijekom implozije, unutar kavitacijskih
mjehuri¢a razvijaju se vrlo visoke temperature. Prilikom uporabe netermostatiranih
ultrazvucénih kupelji tijekom kontinuirane primjene ultrazvuka dolazi do povisenja
temperature vode u ultrazvucnoj kupelji. Taj poraste temperature odvija se sve dok se ne
postigne ravnotezna temperatura. Da bi se ekstrakcija provela pri tocno odredenoj temperaturi
neophodno je odrediti ravnoteznu temperaturu.”** U sluaju uporabe ultrazvuéne kupelji
»Sonorex RK 100H®, ta je temperatura postignuta nakon 90 min primjene ultrazvuka te je

iznosila 50 °C bez obzira na pocetnu temperaturu vode (Dodatak Slika 7.2). Temeljem

dobivenih rezultata u daljnjim pokusima koristen je raspon temperatura od 50 °C do 70 °C.
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4.2.3.2. Odabir raspona vremena ekstrakcija
Ovisnost masenih udjela antocijanina, flavonola 1 flavan-3-ola o vremenu ekstrakcije

prikazana je na slici 4.7.
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Slika 4.7. Utjecaj vremena ekstrakcije na masene udjele a) antocijanina, b) flavonola i
¢) flavan-3-ola

Znacajno povecanje masenog udjela antocijanina opazeno je izmedu 5 min i 15 min, nakon
¢ega se on znacajno smanjuje. Isti trend slijede i ostale dvije skupine flavonoida. Smanjenje
masenog udjela flavan-3-ola nakon 15 min znacajno je manje u odnosu na flavonole i
antocijanine. Stoga je u eksperimentalnom dizajnu koriSten vremenski period od 5 min do
15 min.

4.2.3.3. Utjecaj broja ekstrakcijskih koraka

Slika 4.8 prikazuje utjecaj broja ekstrakcijskih koraka na masene udjele antocijanina,

flavonola i flavan-3-ola.
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Slika 4.8. Ovisnost masenih udjela a) antocijanina, b) flavonola i c¢) flavan-3-ola o broju
ekstrakcijskih koraka

Maseni udjeli svih ispitanih skupina spojeva znacajno su manji u ekstraktima dobivenim uz
primjenu veceg broja ekstrakcijskih koraka. Povecanje broja ekstrakcijskih koraka dovodi do
gotovo linearnog smanjenja masenih udjela pojedinih skupina flavonoida, ali i do gotovo
linearnog poveéanja RSD.

4.2.3.4. Utjecaj omjera mase uzorka i volumena ekstrakcijskog otapala

Ispitan je utjecaj omjera faza na masene udjele antocijanina, flavonola i flavan-3-ola (Slika

4.9).
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Slika 4.9. Utjecaj omjera mase uzorka i volumena ekstrakcijskog otapala na masene udjele
a) antocijanina, b) flavonola i c¢) flavan-3-ola

Kao 1 u slu¢aju metode SLE, povecanje volumena ekstrakcijskog otapala uz odrzavanje stalne
mase uzorka dovodi do znacajnog povecanja masenih udjela pojedinih skupina flavonoida.
Ovakvo opazanje je u skladu s principom prijenosa mase jer pove¢anjem omjera faza dolazi
do povecéanja koncentracijskog gradijenta koji u konacnici dovodi do veée brzine difuzije
analita iz ¢vrstog uzorka u okolno ekstrakcijsko otapalo.

4.2.3.5. Optimiranje metode UAE primjenom BBD

Pri optimiranju metode UAE kao ekstrakcijski faktori koristeni su vrsta organskog otapala i
njegov volumni udio u ekstrakcijskom otapalu te vrijeme i temperatura ekstrakcije s razinama
navedenim u tablici 3.9. Tijekom provedbe postupka optimiranja provedeno je 45 pokusa
(Tablica 3.10). Analizom dobivenih rezultata odredeno je da se maseni udjeli antocijanina,
flavonola i1 flavan-3-ola najbolje mogu opisati kvadratnom polinomnom jednadzbom.
Parametri provedene ANOVA te dobiveni koeficijenti za pojedine ¢lanove kvadratne

jednadzbe prikazani su u tablici 4.11. Odredene p-vrijednosti modela manje su od 0,0001, dok
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su one neprikladnosti modela znacajno vece od 0,05 Sto ukazuje na veliki znacaj dobivenih
modela.

Vrsta organskog otapala dodanog u ekstrakcijsko otapalo najznacajniji je ekstrakcijski
faktor koji utjeCe na dobivene masene udjele antocijanina, flavonola i flavan-3-ola. U slu¢aju
antocijanina i flavonola najbolje organsko otapalo je acetonitril dok je za ekstrakciju flavan-3-
ola to etanol. Ovakvo opazanje mozZe biti povezano i s potrebnom viSom temperaturom
ekstrakcije za dobivanje maksimalnih udjela flavan-3-ola. ViSe temperature zajedno s
primjenom ultrazvuénim valovima mogu pogodovati nastanku hidroksilnih radikala, a koji
potom mogu reagirati s analitima. Za razliku od acetonitrila, etanol je ucinkovitiji u
sprjeCavanju nastanka tih radikala. Kao 1 u sluaju metode SLE, u acetonskim ekstraktima
opazena je prisutnost pikova s apsorpcijskim maksimumima pri valnoj duljini od priblizno
480 nm, a koji se mogu pripisati produktima reakcije izmedu antocijanina i acetona.
Novonastali spojevi najobilniji su u ekstraktima dobivenim pri temperaturi od 50 °C i trajanju
od 10 min s ekstrakcijskim otapalom koje je sadrzavalo 80 % acetona.

Udio organske faze u ekstrakcijskom otapalu ima znacajan ucinak na masene udjele
pojedinih skupina flavonoida. Za postizanje maksimalnih vrijednosti masenih udjela
antocijanina, flavonola te flavan-3-ola dovoljan je volumni udio organske faze od 20 %.

Najve¢i maseni udjeli antocijanina i flavonola dobiveni su pri temperaturi od 50 °C.
Temperature viSe od 50 °C imaju pozitivan u€inak na maseni udio flavan-3-ola, te su im
najve¢i maseni udjeli opazeni pri temperaturi od 70 °C. Navedene razlike u optimalnim
temperaturama ekstrakcije za pojedine skupine flavonoida mogu biti posljedica njihovog
razli¢itog polozaja u stanicama kozica grozda. Optimalno vrijeme ekstrakcije za sve tri
skupine flavonoida je 15 min.

Interakcijski uc€inci izmedu pojedinih ekstrakcijskih faktora odredeni su iz grafova
kontura (Slika 4.10). U slucaju antocijanina medudjelovanje izmedu volumnog udjela
organske faze i trajanja ekstrakcije jedini je znaCajan interakcijski faktor (Slika 4.10 a, b, c).
Medudjelovanja izmedu volumnog udjela organske faze i vremena odnosno temperature te
vremena 1 temperature znacajno utjeCu na masene udjele flavonola (Slika 4.10 c-1). Na
masene udjele flavan-3-ola utjeCu medudjelovanja izmedu volumnog udjela organske faze i
temperature te temperature i vremena (Slika 4.10 m-s). PoviSenje temperature uz istovremeno
povecanje vremena ekstrakcije dovode do znacajnog povecanja masenog udjela flavan-3-ola

bez obzira na uporabljeno organsko otapalo.
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Tablica 4.11. Koeficijenti polinomne jednadzbe drugog reda i regresijski koeficijenti odziva te
parametri ANOVA za dobivene modele

&l Antocijanini Flavonoli Flavan-3-oli
an Koeficijent p-vrijednost Koeficijent p-vrijednost Koeficijent p-vrijednost
Model <0,0001 <0,0001 <0,0001
Neprikladnost 0,4930 0,6904 0,4084
modela
Odsjecak 34595,51 2596,16 175,79
Org‘:{’lflf;‘;aze 776,55 0,0301 59 0,7967 13,12 <0,0001
B:Temperatura -917,59 0,0114 -35,84 0,0894 5,73 0,0205
C:Vrijeme -400,03 0,2517 14,76 0,04744 2,00 0,4003
D[1]:Otapalo 1607,48 <0,0001 236,16 <0,0001 3,84 0,2419
D|2]:Otapalo 1481,81 <0,0001 190,96 <0,0001 -3,35 0,2419
AB -25,24 0,3879 -3,51 0,2990
AC -667,85 0,1776 -14,95 0,6074
AD[1] -19,40 0,2100 —45,7 0,2400
AD[2] -32,38 0,2100 3,45 0,2400
BC 26,89 0,3581 4,06 0,2309
BDI[1] ~438,88 -26,32 0,0616 —6,62 0,0157
BD[2] 767,46 70,79 0,0616 10,09 0,0157
CD[1] 16,74 0,0643
CD[2] —68,09 0,0643
A? 65,09 0,0386 12,81 0,0008
B’ 2430,13 < 0,0001 119,38 0,0005
C? 1059,55 0,0428 73,15 0,0214 5,14 0,1459
R’ 0,9008 0,9445 0,7970
Prilagodeni R’ 0,8953 0,9096 0,7699
Preciznost 12,91 14,64 9,15
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Slika 4.10. Konturni prikazi najznacajnijih interakcijskih u¢inaka na masene udjele a) antocijanina uz ACN kao
organsku fazu, b) antocijanina uz EtOH kao organsku fazu, c) antocijanina uz ACE kao organsku fazu pri 50 °C;
d) flavonola uz ACN kao organsku fazu, e) flavonola uz EtOH kao organsku fazu, f) flavonola uz ACE kao organsku
fazu uz vrijeme ekstrakcije od 15 min; g) flavonola uz ACN kao organsku fazu, h) flavonola uz EtOH kao organsku
fazu, 1) flavonola uz ACE kao organsku fazu pri 50 °C, j) flavonola uz ACN kao organsku fazu, k) flavonola uz EtOH
kao organsku fazu, 1) flavonola uz ACE kao organsku fazu u udjelu od 20 %; m) flavan-3-ola uz ACN kao organsku
fazu, n) flavan-3-ola uz EtOH kao organsku fazu, o) flavan-3-ola uz ACE kao organsku fazu uz vrijeme ekstrakcije od
15 min; p) flavan-3-ola uz ACN kao organsku fazu, r) flavan-3-ola uz EtOH kao organsku fazu, s) flavan-3-ola uz
ACE kao organsku fazu u udjelu od 20 %
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U tablici 4.12 prikazani su optimalni uvjeti ekstrakcije dobiveni primjenom
Derringerove funkcije. Dobiveni optimalni uvjeti za ekstrakciju antocijanina i flavonola
jednaki su dok se oni za flavan-3-ole razlikuju. Provedeno je i optimiranje metode uz
primjenu etanola kao ekstrakcijskog otapala jer je on dozvoljeno organsko otapalo za
primjenu u kozmetickoj, prehrambenoj te farmaceutskoj industriji.

Provodenjem eksperimenata pri dobivenim optimalnim uvjetima te usporedivanjem
vrijednosti predvidenim modelom s onima eksperimentalno dobivenima, odredena je
prikladnost dobivenih jednadzbi za pojedine modele. Eksperimentalno dobivene vrijednosti i
vrijednosti predvidene modelom medusobno se razlikuju za manje od 1,50 % cime je

potvrdeno da su dobiveni modeli pouzdani i precizni.

Tablica 4.10. Optimalni uvjeti ekstrakcije UAE, predvidene i eksperimentalno dobivene vrijednosti
za pojedine skupine flavonoida

Predvidena Dobivena
Skupina Orfanska ¢ (Orgar:)ska 8/°C t/min  vrijednost/ vrijednost
aza faza) / % mg kg (n=3) / mg kg""
Antocijanini ACN 20 50 15 42098,35 41972,02435,21
Flavonoli ACN 20 50 15 3171,10 3205,29+11,18
Flavan-3-oli EtOH 20 70 15 225,45 221,47+9,39
Konalni ACN 20 50 15
uvjeti
Antocijanini 42098,35 42412,35498,72
Flavonoli 3171,10 3209,04+23,21
Flavan-3-oli 211,72 213,28+3,88
Konalni EtOH 20 70 15
uvjeti
Antocijanini 40461,20 40409,62+102,36
Flavonoli 3131,12 3176,23+25,18
Flavan-3-oli 225,45 230,7+2,05

4.2.4. Optimiranje mikrovalovima potpomognute ekstrakcije
S obzirom na vrlo malu ucinkovitost ekstrakcijskih metoda SLE i UAE primjenom acetona
kao organske faze te nastanka novih spojeva, u ovom nizu pokusa kao organske faze u
ekstrakcijskom otapalu koriSteni su samo etanol i1 acetonitril. Optimalan raspon trajanja
ekstrakcije kao i omjer mase uzorka i volumena ekstrakcijskog otapala odredeni su metodom

izuCavanja ucinka jednog faktora na konac¢ni rezultat dok su ostali faktori stalni.
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4.2.4.1. Odabir raspona vremena ekstrakcija

Trajanje postupka ekstrakcije vazan je faktor koji znafajno utjee na masene udjele

flavonoida (Slika 4.11).
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Slika 4.11. Utjecaj vremena ekstrakcije na masene udjele a) antocijanina, b) flavonola i
¢) flavan-3-ola

U periodu izmedu 5 min i 10 min opaZeno je znacajno povecanje masenih udjela svih
ispitanih skupina flavonoida. U vremenskom periodu izmedu 10 min i 60 min smanjenje
masenih udjela flavonola i flavan-3-ola je malo, dok je smanjenje masenog udjela
antocijanina izrazito veliko posebice nakon 30 min, a §to se moze pripisati njihovoj termickoj
nestabilnosti. Za potrebe provedbe optimiranja metode eksperimentalnim dizajnom koriSten je
vremenski raspon od 5 min do 15 min.

4.2.4.2. Utjecaj omjera mase uzorka i volumena ekstrakcijskog otapala

Na slici 4.12 prikazana je ovisnost masenih udjela antocijanina, flavonola i flavan-3-ola o

omjeru faza.
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Slika 4.12. Ovisnost masenog udjela a) antocijanina, b) flavonola i 3) flavan-3-ola o omjeru mase
uzorka i volumena ekstrakcijskog otapala

Kao i u slu¢aju metoda SLE i UAE povecanje omjera faza dovodi do znacajnog povecanja
masenih udjela ispitanih flavonoida te su oni najveci u ekstraktima dobivenim u uvjetima
kada je omjer faza bio 1:80 g mL™".
4.2.4.3. Optimiranje metode MAE primjenom BBD
Kao ekstrakcijski faktori koriSteni su vrsta organske faze i njezin volumni udio u
ekstrakcijskom otapalu, vrijeme te temperatura ekstrakcije (Tablica 3.12). U sklopu postupka
optimiranja primjenom BBD provedeno je 30 pokusa (Tablica 3.13) ¢iji su rezultati obradeni,
a pri ¢emu je utvrdeno da se dobiveni maseni udjeli antocijanina, flavonola i flavan-3-ola
najbolje mogu opisati kvadratnom polinomnom jednadZbom. U tablici 4.13 prikazani su
dobiveni koeficijenti za pojedine clanove kvadratne jednadzbe zajedno s parametrima
provedene analize varijance.

Za razliku od prethodne dvije metode, SLE 1 UAE, vrsta organske faze u
ekstrakcijskom otapalu statisti¢ki je znaCajan faktor samo u slucaju flavan-3-ola. Udio

organske faze u ekstrakcijskom otapalu faktor je koji znacajno utjeCe na masene udjele
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antocijanina i flavonola dok mu je u¢inak na maseni udio flavan-3-ola zanemariv. Najbolja
organska faza za ekstrakciju antocijanina i flavan-3-ola je etanol, dok su najvec¢i maseni udjeli
flavonola opazeni u ekstraktima dobivenim s acetonitrilom kao organskom fazom. Ovakav
rezultat moze biti posljedica razlicitih dielektricnih svojstava vodenih otopina etanola i
acetonitrila te razliCitog polozaja ispitanih skupina flavonoida unutar samih stanica kozica
bobica grozda. Antocijanini za razliku od flavonola osim u vakuolama mogu biti sadrzani i u
antocijaninskim inkluzijskim vakuolama smjeStenim u stani¢nim vakuolama pa je za njihovo
izlu€ivanje iz stanice potrebno razgraditi dvije lipidne membrane kao i stani¢nu stijenku.
Flavan-3-oli mogu biti sastavni dio stani¢nih stijenki pa je prilikom njihove ekstrakcije
potrebno u potpunosti razoriti strukturu stani¢ne stijenke. Ucinkovitost odredenog otapala
tijekom provedbe MAE odredena je njegovim faktorom rasipanja (tan o). Veca vrijednost
ovog faktora ukazuje na bolju sposobnost prevodenja mikrovalne energije u toplinu.
Opcenito, etanol i njegove vodene otopine imaju znacajno vece vrijednosti faktora rasipanja u
odnosu na acetonitril i njegove vodene otopine pa stoga i uinkovitije prevodi mikrovalnu
energiju u toplinu."**'*® Lokalno povienje temperature pozitivno utjeée na denaturaciju i
razgradnju stani¢nih membrana kao i1 stani¢nih stijenki §to u konac¢nici moze dovesti do
olakSanja ekstrakcije antocijanina i flavan-3-ola primjenom vodenih otopina etanola.
Temperatura ekstrakcije ima znacajan ucinak na ucinkovitost ekstrakcije svih ispitanih
skupina flavonoida. Najve¢i maseni udjeli antocijanina i flavonola odredeni su u ekstraktima
dobivenim pri niZim temperaturama. Ovakvo opazanje moze biti posljedica njihove termicke
nestabilnosti pri temperaturama visim od 50 °C, ali i ¢injenice da prilikom primjene
mikrovalnog zracenja unutar pora ¢vrstog uzorka koje su natopljene ekstrakcijskim otapalom
lokalno mogu biti 1 znacajno viSe temperature od onih u okolnom otapalu. PoviSenje

temperature dovodi do povecanja masenog udjela flavan-3-ola.
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Tablica 4.13. Koeficijenti polinomne jednadzbe drugog reda i regresijski koeficijenti odziva te
parametri ANOVA za dobivene modele

&l Antocijanini Flavonoli Flavan-3-oli
a Koeficijent p-vrijednost Koeficijent p-vrijednost Koeficijent p-vrijednost
Model <0,0001 0,0002 0,0004
Neprikladnost 0.2654 0,8269 0,6455
modela
Odsjecak 11872,21 1453,65 254,40
Org‘;glfei‘;aze -310,37 0,0105 53,07 0,0018 ~1,13 0,830
B:Temperatura —263,62 0,0169 -29,11 0,0433 27,87 0,0001
C:Vrijeme 25,70 0,7954 -0,97 0,9431 -4,46 0,4416
D:Otapalo -115,29 0,1238 -6,02 0,5432 12,03 0,0093
AB 486,32 0,0049 36,31 0,0838 -30,01 0,0022
AC -59,36 0,6898 34,80 0,0997 12,10 0,1677
AD 75,96 0,4822 23,15 0,1218 14,04 0,0313
BC —-15,07 0,9086 -15,29 0,4023
BD —438,88 0,0233
CD -167,94 0,1062 -14,33 0,2989
A? —843,68 <0,0001 —44.,45 0,0353 -7,52 0,3736
B’ 41,63 0,7768 19,18 0,3457 13,68 0,1208
Cc’ -101,92 0,4909
R’ 0,8626 0,8272 0,7642
Prilagodeni R©  0,8351 0,8097 0,7462
Preciznost 10,73 7,89 9,01

Grafovi kontura za najznacajnije interakcijske uc¢inke pojedinih ekstrakcijskih faktora
prikazani su na slici 4.13. Pove¢anjem volumnog udjela organske faze do 50 %, bez obzira da
li je to acetonitril ili etanol, uz istovremeno snizenje temperature dolazi do znacajnog
povecanja masenog udjela antocijanina (Slika 4.13 a, b). Sli¢an trend slijede i flavonoli, ali je
za postizanje vecih masenih udjela potrebno povecati volumni udio organske faze do 65 %
(Slika 4.13 g, h). SniZzenje volumnog udjela organske faze uz istovremeno povisenje
temperature ima pozitivan uc¢inak na ucinkovitost ekstrakcije flavan-3-ola (Slika 4.13 m, n).
Medudjelovanje izmedu volumnog udjela organske faze u ekstrakcijskom otapalu i vremena
ekstrakcije ima znacajan ucinak na masene udjele antocijanina, flavonola i flavan-3-ola.
Povecanje volumnog udjela do 50 % 1 65 % uz istovremeni produZetak trajanja ekstrakcije
uzrokuje povecanje masenog udjela antocijanina odnosno flavonola (Slika 4.13 ¢, d, 1, j).
Maseni udio flavan-3-ola povecava se sa smanjivanjem volumnog udjela organske faze i
skrac¢ivanjem vremena ekstrakcije (Slika 4.13 o, p). Za postizanje vecih masenih udjela

antocijanina i flavonola ekstrakciju je potrebno provoditi pri niskim temperaturama (40 °C) u
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trajanju od 10 min odnosno 15 min (Slika 4.13 e, f, k, 1). Ovakvo opazanje moze se objasniti
termickom nestabilnoS¢u ovih flavonoida. Bez obzira na pozitivan ucinak poviSene
temperature na viskoznost otapala i povecanje brzine difuzije, visoke temperature tijekom
primjene mikrovalne energije imaju izrazito negativan uc¢inak na masene udjele antocijanina i
flavonola, a §to mozZe biti posljedica lokalnog povisenja temperature.

Dobiveni optimalni uvjeti ekstrakcije primjenom Derringerove funkcije prikazani su u
tablici 4.14. Za pojedine skupine flavonoida optimalni uvjeti ekstrakcije znacajno se razlikuju.
Prilikom optimiranja metode za sve tri skupine flavonoida potrebno je provesti znacajne
kompromise pa je stoga i za ocekivati da su maseni udjeli pojedinih flavonoida u slucaju
primjene kona¢nih uvjeta znaCajno manji nego u slucaju primjene optimalnih uvjeta
dobivenih za pojedinac¢ne slucajeve.

Usporedbom modelima predvidenih vrijednosti s onima eksperimentalno dobivenim

potvrdena je to¢nost i prikladnost dobivenih modela.
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Slika 4.13. Konturni prikazi najznacajnijih interakcijskih u¢inaka na masene udjele a) antocijanina uz ACN kao
organsku fazu, b) antocijanina uz EtOH kao organsku fazu, uz vrijeme ekstrakcije od 10 min; c) antocijanina uz ACN
kao organsku fazu, d) antocijanina uz EtOH kao organsku fazu pri 50 °C; e) antocijanina uz ACN kao organsku fazu,
f) antocijanina uz EtOH kao organsku fazu u udjelu od 50 %; g) flavonola uz ACN kao organsku fazu, h) flavonola uz

w (flavan-3-oli) / mg kg™

9/ °C

w (flavan-3-oli) / mg kg™

g/ °C

w (flavan-3-oli) / mg kg™

60

20

. 35 50 65 80
i) ¢ (Organska faza) / %

w (flavan-3-oli) / mg kg™

65

35
m) w(Organske faza) / % n) w(Organska faza) / % O) (p (Organska faza) / %

35

P) ¢ (Organska faza) / %

I m 240

50 65 80
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organsku fazu u udjelu od 50 %; m) flavan-3-ola uz ACN kao organsku fazu, n) flavan-3-ola uz EtOH kao organsku
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organsku fazu pri 60 °C
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Tablica 4.14. Optimalni uvjeti ekstrakcije MAE, predvidene i eksperimentalno dobivene vrijednosti
za pojedine skupine flavonoida

o K o K Predvidena Dobivena
rganska .. "
Skupina 5 ¢ (Organska 8/°C t/min  vrijednost/ vrijednost
faza faza) / % -1 -1
mg kg (n=3) / mg kg
Antocijanini EtOH 50 40 7 12349,40 12331,64+21,14
Flavonoli ACN 60 40 15 1564,15 1557,32+19,29
Flavan-3-oli EtOH 20 60 5 333,09 228,20£8,66
Konalni EtOH 60 40 5
uvjeti
Antocijanini 12228,08 12545,19+£162,51
Flavonoli 1514,27 1514,06+20,70
Flavan-3-oli 270,26 266,83+24,47

4.2.5. Optimiranje enzimima potpomognute ekstrakcije
Prije primjene BBD za optimiranje postupka EAE odreden je utjecaj dodatka kalcijevih iona
na enzimsku aktivnost, te su odredeni optimalni rasponi trajanja inkubacije i masenih udjela
enzima pomoc¢u metode izucavanja ucinka jednog faktora na konacéni rezultat dok su ostali
faktori stalni.
4.2.5.1. Utjecaj dodatka kalcijevih iona na enzimsku aktivnost

.. 187
Nari 1 sur.

u svom istrazivanju utvrdili su da dodatak kalcijevih iona mnoZinske
koncentracije 0,015 mol L' znadajno povecava aktivnost pektin metilesteraze, vaznog
enzima ukljucenog u razgradnju pektina stani¢nih stijenki. Na slici 4.14 prikazan je utjecaj
dodatka kalcijevih iona na masene udjele antocijanina, flavonola i flavan-3-ola. Dodatak ovih
iona otopini enzima znacajno povecava masene udjele ispitanih skupina flavonoida, a

posebice antocijanina i flavonola. U svim daljnjim pokusima koristene su otopine enzima koje

o . .. . .- .. -1
su sadrzavale 1 kalcijeve ione mnozinske koncentracije 0,015 mol L™".
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Slika 4.14. Utjecaj dodatka kalcijevih iona u otopinu enzima na masene udjele a) antocijanina,
b) flavonola, ¢) flavan-3-ola

4.2.5.2. Odredivanje optimalnog raspona trajanja inkubacije

Ovisnost masenih udjela antocijanina, flavonola i flavan-3-ola o vremenu inkubacije
prikazana je na slici 4.15. ZnaCajno povecanje masenog udjela antocijanina opaZeno je
tijekom perioda inkubacije izmedu 1 h i 3 h. Sli¢an trend slijede flavonoli i flavan-3-oli.
Prolongirana inkubacija dovodi do znaCajnog smanjenja masenih udjela antocijanina i
flavonola dok maseni udio flavan-3-ola tijekom citavog perioda ostaje gotovo stalan do 17 h
inkubacije, a nakon Cega se znacCajno smanjuje. Ovakvo opazanje moze biti povezano s nekim
enzimskim aktivnostima, a posebice aktivnosti glikozidaza enzimskog pripravka Lallzyme
EX-V, a koje nisu navedene u specifikaciji proizvodac¢a. Ovi enzimi mogu dovesti do
cijepanja glikozidnih veza u molekulama antocijanina i flavonol-3-O-glikozida, a pri ¢emu
nastaju antocijanidini odnosno aglikoni flavonola. U slu¢aju produzene inkubacije, duze od
7 h, opazen je porast masenih udjela aglikona flavonola, a posebice kvercetina. Temeljem
dobivenih podataka u eksperimentalnom dizajnu koriSten je vremenski period inkubacije

izmedu 1 hi3 h.
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Slika 4.15. Ovisnost masenog udjela a) antocijanina, b) flavonola i ¢) flavan-3-ola o vremenu
inkubacije

4.2.5.3. Odredivanje optimalnog raspona masenih udjela enzima

Poznato je da velika koli¢ina fenola moZe inhibirati aktivnost pektinaza. Sorta 'Regent' sadrzi
izrazito velike masene udjele antocijanina i flavonola pa je stoga neophodno odrediti
optimalan raspon masenih udjela enzima. Utjecaj razli¢itih masenih udjela enzima na masene
udjele flavonoida prikazan je na slici 4.16. Dodatak male koli¢ine enzimskog pripravka
dovodi do zna¢ajnog povecanja masenih udjela svih ispitanih skupina flavonoida. Maksimalni
maseni udio antocijanina dobiven je primjenom masenog udjela pripravka u rasponu od
10 mg g do 20 mg g '. Slican je trend opazen i u sludaju flavonola, dok maseni udio

enzimskog pripravka ima manje izrazeni u¢inak na ucinkovitost ekstrakcije flavan-3-ola.
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Slika 4.16. Utjecaj masenog udjela enzimskog pripravka na masene udjele a) antocijanina,
b) flavonola i c) flavan-3-ola

4.2.5.4. Optimiranje metode EAE primjenom BBD

Temeljem rezultata provedenih u prethodnim pokusima i poznatih svojstava pektinaza
izoliranih iz A. niger, odabrane su razine slijedecih eksperimentalnih faktora: masenog udjela
enzimskog pripravka, pH-vrijednosti te vremena i temperature inkubacije (Tablica 3.16).
Tijekom postupka optimiranja provedeno je 27 pokusa za svaki enzimski pripravak, Lallzyme
EX-V, Lallzyme HC, Endozym Rouge te Endozym Contact Pelliculaire (Tablica 3.17).
Nakon provedenih pokusa dobivene vrijednosti masenih udjela statisticki su obradene te je
utvrdeno da se one za sve skupine flavonoida kao i za sve koriStene enzimske pripravke
najbolje mogu opisati kvadratnom polinomnom jednadzbom. Vrijednosti za pojedine
koeficijente polinomne jednadzbe drugog reda i regresijske koeficijente odziva te parametre
ANOVA za dobivene modele za pripravke Lallzyme EX-V, Lallzyme HC, Endozym Contact

Pelliculaire i Endozym Rouge prikazani su u tablicama 4.15 do 4.18. Za sve ispitane slucajeve
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p-vrijednosti modela manje su od 0,0001, dok su p-vrijednosti neprikladnosti modela vece od
0,2300 sto ukazuje da su modeli izrazito statisticki znacajni. Bez obzira na uporabljeni
pripravak i skupinu flavonoida, najznacajniji eksperimentalni faktor je pH-vrijednost. Najvec¢i
maseni udjeli pojedinih skupina flavonoida dobiveni su pri niskim pH-vrijednostima. Ovakvo
opazanje moze se objasniti ve¢om stabilnoS¢u flavonoida kao i ve¢om aktivno$¢u pektinaza

140.141 . .. v . vees . .
*"" Temperatura inkubacije vazan je faktor, a ¢iji utjecaj

pri nizim pH-vrijednostima.
prvenstveno ovisi o primijenjenom enzimskom pripravku, ali i o prirodi analita. PoviSenje
temperature u sluCaju uporabe pripravaka Lallzyme EX-V 1 Endozym Rouge dovodi do
znacajnog povecanja masenih udjela antocijanina, flavonola i flavan-3-ola. Najve¢i maseni
udjeli svih ispitanih skupina flavonoida uz primjenu Endozym Contact Pelliculaire dobiveni
su pri nizim temperaturama. Ovakvo opaZanje moZe biti posljedica razlicitih karakteristika
pojedinih pektinaza sadrzanih u odredenom enzimskom pripravku.

Opazeno je da povecanje masenog udjela pojedinog enzimskog pripravka ne dovodi
do skra¢ivanja vremena inkubacije, a Sto se moze objasniti ovisnoS¢u brzine enzimske
reakcije o kolicini supstrata.

Vrijeme inkubacije vazan je faktor koji znacajno utjeCe na masene udjele antocijanina,
flavonola te flavan-3-ola bez obzira na primijenjeni enzimski pripravak. Vrijeme inkubacije

potrebno za dobivanje maksimalnih masenih udjela analita uvelike ovisi o enzimskom

pripravku, ali i o samom analitu.
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Tablica 4.15. Koeficijenti polinomne jednadzbe drugog reda i regresijski koeficijenti odziva te
parametri ANOVA za dobivene modele za enzimski pripravak Lallzyme EX-V

&l Antocijanini Flavonoli Flavan-3-oli
an Koeficijent p-vrijednost Koeficijent p-vrijednost Koeficijent p-vrijednost
Model <0,0001 <0,0001 <0,0001
Neprikladnost 0,7781 0,6034 0,7148
modela
Odsjecak 35310,86 3228,00 298,95
AiMaseni udio 73 97 0,7327 51,18 0,0359 ~1,64 0,2038
B:pH —2522,82 <0,0001 -289,69 <0,0001 -8,58 <0,0001
C:Temperatura 1008,92 0,0008 51,51 0,0454 1,77 0,1963
D:Vrijeme ~78,06 0,7685 ~47,79 0,0868 1,69 0,2557
AB 568,65 0,1453 5,34 0,0832
AC -3,98 0,3447
AD -43,25 0,2743 2,07 0,0012
BC —245,83 0,5148 -29.86 0,4448
BD —605,08 0,3755 ~152,67 0,0518
CD 469,15 0,3348
A? ~78,70 0,0430 6,29 0,0052
B? 2797,05 <0,0001 143,92 0,0029 7,14 0,0026
C? -852,51 0,0206 —-190,05 0,0001 7,38 0,0021
D’ -311,03 0,4617 -5,83 0,2393 9,03 0,0005
) g 0,9535 0,9513 0,9032
Prilagodeni R 0,9141 0,9100 0,8865
Preciznost 16,78 15,30 11,49
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Tablica 4.16. Koeficijenti polinomne jednadzbe drugog reda i regresijski koeficijenti odziva te
parametri ANOVA za dobivene modele za enzimski pripravak Lallzyme HC

&l Antocijanini Flavonoli Flavan-3-oli
an Koeficijent p-vrijednost Koeficijent p-vrijednost Koeficijent p-vrijednost
Model <0,0001 <0,0001 <0,0001
Neprikladnost 0,5146 0,4197 0,7440
modela
Odsjecak 33096,05 2737,67 317,00
AiMaseni udio 7, g3 0,6582 4325 0,0250 ~0,50 ;6766
B:pH —2743,75 <0,0001 -206,08 <0,0001 -8,71 <0,0001
C:Temperatura -660,19 0,0026 -60,54 0,0072 2,02 0,1442
D:Vrijeme ~576,06 0,0064 -105,29 <0,0001 -0,14 0,9194
AB -372,50 0,1984 -47,75 0,1319
AC 270,75 0,3426 -216,00 0,0028
AD 381,75 0,1882
BC
BD
CD -1965,91 0,0026 -8,17 0,0284
A’ -30,08 0,2881 -3,80 0,0560
B? 2800,91 <0,0001 264,67 <0,0001 3,59 0,0699
C? 1462,87 0,0002 65,04 0,0549
D’ 951,49 0,0053 85,29 0,0158
) ¢ 0,9758 0,9625 0,8202
Prilagodeni R’ 0,9553 0,9357 0,7461
Preciznost 22,20 22,55 10,56
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Tablica 4.17. Koeficijenti polinomne jednadzbe drugog reda i regresijski koeficijenti odziva te
parametri ANOVA za dobivene modele za enzimski pripravak Endozym Contact Pelliculaire

&l Antocijanini Flavonoli Flavan-3-oli
an Koeficijent p-vrijednost Koeficijent p-vrijednost Koeficijent p-vrijednost
Model <0,0001 <0,0001 <0,0001
Neprikladnost 0,2894 03256 0,5817
modela
Odsjecak 33369,86 2816,87 311,13
AiMaseni udio 9.4 0,9607 ~1,04 0,9339 1,01 00853
B:pH —2989,38 <0,0001 -177,25 <0,0001 -5,48 <0,0001
C:Temperatura 801,07 0,0030 85,48 <0,0001 2,17 0,0070
D:Vrijeme -328,83 0,0872 -9,17 0,4283 1,35 0,0179
AB —403,00 0,2121 -0,83 0,3381
AC 59,86 0,0293 0,94 0,4009
AD 283,50 0,3721 1,31 0,1469
BC 5374,88 <0,0001 332,25 <0,0001 18,14 <0,0001
BD 0,73 0,3997
CD 448,75 0,1679 32,75 0,1154 2,15 0,0266
A? 286,63 0,2975 36,07 0,0507 -2,76 0,0033
B? 232427 <0,0001 259,96 <0,0001 2,25 0,0132
C? 3,17 0,0036
D’ 636,01 0,0366 66,62 0,0022
) ¢ 0,9647 0,9743 0,9667
Prilagodeni R 0,9324 0,9546 0,9235
Preciznost 16,70 21,83 19,97
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Tablica 4.18. Koeficijenti polinomne jednadzbe drugog reda i regresijski koeficijenti odziva te
parametri ANOVA za dobivene modele za enzimski pripravak Endozym Rouge

&l Antocijanini Flavonoli Flavan-3-oli
an Koeficijent p-vrijednost Koeficijent p-vrijednost Koeficijent p-vrijednost
Model <0,0001 <0,0001 <0,0001
Neprikladnost 0,6500 0,4956 0,2387
modela
Odsjecak 34272,01 2920,67 307,15
AiMaseni udio 5 g 0,4461 35,39 0,0274 134 0,0245
B:pH —2865,11 <0,0001 —-190,23 <0,0001 -5,88 <0,0001
C:Temperatura 530,61 0,0167 45,89 0,0067 3,66 <0,0001
D:Vrijeme —525,44 0,0153 —65,40 0,0005 -438 <0,0001
AB -16,75 0,4838 —-0,66 0,4395
AC 427,42 0,2855 -2,29 0,0479
AD 471,50 0,1490 18,75 0,4342 1,09 0,2165
BC ~278,00 0,3822 0,86 0,3228
BD
CD -312,25 0,3083 —44.50 0,0777 -4,52 0,0002
Al ~272,99 0,2975 -19,52 0,3671 2,41 0,0047
B’ 2646,01 <0,0001 220,25 <0,0001 4,17 0,0001
C? —46,77 0,0433
D’ 940,76 0,0041 34,25 0,1251 4,38 <0,0001
R’ 0,9615 0,9622 0,9663
Prilagodeni R’ 0,9290 0,9303 0,9326
Preciznost 17,37 17,31 19,91
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Pomoc¢u grafova kontura odredeni su najznacajniji interakcijski ucinci pojedinih
eksperimentalnih faktora za pojedine enzimske pripravke.

U slucaju uporabe pripravka EX-V maseni udio antocijanina funkcija je pH i
temperature inkubacije, pH 1 vremena inkubacije te vremena i temperature inkubacije. Pri
visokim temperaturama i niskim pH-vrijednostima postize se najveca ucinkovitost ekstrakcije
antocijanina. SniZenje pH-vrijednosti uz istovremeni produZetak inkubacije dovode do
znacajnog povecanja masenog udjela ove skupine spojeva. Najveci maseni udjeli antocijanina
odredeni su u uvjetima produzene inkubacije pri visokoj temperaturi (Slika 4.17 a, b, c¢). Na
ucinkovitost ekstrakcije flavonola utjeCe interakcija izmedu masenog udjela pripravka i
vremena inkubacije, temperature inkubacije 1 masenog udjela pripravka te vremena inkubacije
1 pH-vrijednosti. Duze vrijeme inkubacije i manji maseni udio pripravka pozitivno utje€u na
ucinkovitost ekstrakcije flavonola. Snizenjem pH-vrijednosti i poviSenjem temperature
odnosno povecanjem vremena inkubacije dolazi do znacajnog porasta masenog udjela ove
skupine spojeva (Slika 4.17 d, e, f). Pri niskim pH-vrijednostima i malim masenim udjelima
pripravka opazena je najveca ucinkovitost ekstrakcije flavan-3-ola. PoviSenje temperature uz
istovremeno smanjenje pH-vrijednosti dovodi do znaCajnog porasta masenog udjela
flavan-3-ola (Slika 4.17 g, h, 1).

Na maseni udio antocijanina prilikom primjene pripravka Lallzyme HC utjecu
medudjelovanja izmedu pojedinih ekstrakcijskih faktora kao §to su oni izmedu masenog
udjela pripravka i temperature inkubacije, masenog udjela pripravka i vremena inkubacije te
vremena 1 temperature inkubacije (Slika 4.18 a, b, ¢). PoviSenjem temperature inkubacije uz
istovremeno skra¢ivanje vremena dolazi do znacajnog porasta masenog udjela ove skupine
flavonoida. Maseni udio flavonola funkcija je medudjelovanja izmedu masenog udjela
pripravka i pH-vrijednosti te izmedu vremena i temperature inkubacije (Slika 4.18 d, e). Kao i
u slu¢aju kod antocijanina, pri nizim temperaturama inkubacije potrebno je duze vrijeme da se
postignu maksimalne vrijednosti masenog udjela ove skupine spojeva. Interakcija izmedu
pH-vrijednosti i vremena inkubacije znacajno utjece na ucinkovitost ekstrakcije flavan-3-ola.
Pri niskim pH-vrijednostima i visokim temperaturama opazeni su najve¢i maseni udjeli ove

skupine spojeva (Slika 4.18 ).
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Slika 4.17. Konturni prikazi najznacajnijih interakcijskih u¢inaka za pripravak Lallzyme EX-V na masene udjele
a) antocijanina uz maseni udio enzima od 15 mg g™ i vrijeme inkubacije od 3 h, b) antocijanina uz maseni udio
enzima od 15 mg g' pri 40 °C, ¢) antocijanina uz maseni udio enzima od 15 mg g™ pri pH 2, d) flavonola pri pH 2 i
40 °C, ¢) flavonola uz maseni udio enzima od 15 mg g' i vrijeme inkubacije od 2 h, f) flavonola uz maseni udio
enzima od 15 mg g™' pri 40 °C, g) flavan-3-ola pri 50 °C i vremenu inkubacije od 1 h, h) flavan-3-ola pri pH 2 i
vremenu inkubacije od 1 h, i) flavan-3-ola pri pH 2 i 50 °C, j) flavan-3-ola uz maseni udio enzima od 10 mg g™' i
vrijeme inkubacije od 1 h
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Slika 4.18. Konturni prikazi najznacajnijih interakcijskih u¢inaka za pripravak Lallzyme HC na masene udjele
a) antocijanina pri pH 2 i vremenu inkubacije od 3 h, b) antocijanina pri pH 2 i 35 °C, c) antocijanina uz maseni udio
enzima od 15 mg g' pri pH 2, d) flavonola pri 40 °C i vremenu inkubacije od 1 h, ¢) flavonola uz maseni udio
enzima od 15 mg g i pH 2, ) flavonola uz maseni udio enzima od 15 mg g' i vrijeme inkubacije od 1 h
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Slika 4.19 prikazuje grafove kontura u slu¢aju primjene enzimskog pripravka
Endozym Contact Pelliculaire. Na maseni udio antocijanina utjee interakcija izmedu
vremena inkubacije i masenog udjela pripravka te ona izmedu vremena i temperature
inkubacije (Slika 4.19 a, b). Maseni je udio flavonola funkcija medudjelovanja izmedu
ekstrakcijskih faktora kao Sto su temperatura inkubacije i pH-vrijednost te temperatura i
vrijeme inkubacije. Pri nizim temperaturama i niskoj pH-vrijednosti ucinkovitost ekstrakcije
flavonola je maksimalna. Najve¢i maseni udjeli ove skupine flavonoida opazeni su pri niskim
temperaturama i1 kraéim vremenima inkubacije (Slika 4.19 c, d). Medudjelovanje izmedu
masenog udjela enzimskog pripravka i temperature inkubacije, vremena inkubacije i masenog
udjela pripravka te vremena i temperature inkubacije utjeCu na maseni udio flavan-3-ola
(Slika 4.19 e, f, g). Poveéanjem masenog udjela do 15 mg g~' i vremena inkubacije dovodi do
znacajnog povecanja masenog udjela flavan-3-ola.

Na masene udjele antocijanina, flavonola i flavan-3-ola prilikom primjene enzimskog
pripravka Endozym Rouge utjeCu razli¢ita medudjelovanja pojedinih eksperimentalnih
faktora. PoviSenje temperature uz istovremeno povecanje masenog udjela pripravka odnosno
skracenje vremena inkubacije dovodi do znaajnog povecanja ucinkovitosti ekstrakcije
antocijanina. Pri duzem vremenu inkubacije i manjem masenom udjelu enzimskog pripravka
opazeno je povecanje masenog udjela ove skupine flavonoida (Slika 4.20 a, b, c). Krace
vrijeme inkubacije 1 manji maseni udio pripravka odnosno visa temperatura inkubacije imaju
pozitivan u¢inak na ucinkovitost ekstrakcije flavonola (Slika 4.20 d, e). Maseni je udio
flavan-3-ola funkcija medudjelovanja izmedu masenog udjela enzimskog pripravka i
pH-vrijednosti odnosno vremena inkubacije te temperature i vremena inkubacije. Manji
maseni udio pripravka pri niskom pH odnosno kra¢em vremenu inkubacije pozitivno utjece
na uc¢inkovitost ekstrakcije flavan-3-ola. Pozitivan ucinak na ekstrakciju ove skupine spojeva
ima 1 poviSenje temperature inkubacije uz istovremeno skraivanje njezinog trajanja

(Slika 4.20 £, g, h).
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Slika 4.19. Konturni prikazi najznacajnijih interakcijskih u¢inaka za pripravak Endozym Contact Pelliculaire na
masene udjele a) antocijanina pri pH 2 i 40 °C, b) antocijanina uz maseni udio enzima od
15 mg g™ pri pH 2, ¢) flavonola uz maseni udio enzima od 10 mg g i vrijeme inkubacije od 1 h,
d) flavonola uz maseni udio enzima od 15 mg g™'i pH 2, e) flavan-3-ola pri pH 3,5 i vremenu inkubacije od 2 h,
f) flavan-3-ola pri pH 2 i 30 °C, g) flavan-3-ola uz maseni udio enzima od 15 mg g™ i pH 3,5
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Slika 4.20. Konturni prikazi najznacajnijih interakcijskih u¢inaka za pripravak Endozym Rouge na masene udjele
a) antocijanina pri pH 2 i vremenu inkubacije od 2 h, b) antocijanina pri pH 2 1 40 °C, c) antocijanina uz maseni udio
enzima od 15 mg g pri pH 2, d) flavonola pri pH 2 i 40 °C, ¢) flavonola uz maseni udio enzima od 15 mg g i pH 2,
f) flavan-3-ola pri 30 °C i vremenu inkubacije od 1 h, g) flavan-3-ola pri pH 2 1 50 °C, h) flavan-3-ola uz maseni udio

enzima od 15 mg g' pri pH 2
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Optimalni uvjeti ekstrakcije za pojedine skupine flavonoida za svaki pojedini enzimski
pripravak prikazani su u tablici 4.19. Dobiveni optimalni uvjeti razlikuju se kako za pojedine
enzimske pripravke tako i za pojedine skupine flavonoida, ali svima je zajednicko da je
potrebno ekstrakciju provoditi pri niskim pH-vrijednostima. Razlike u dobivenim optimalnim
vrijednostima za pojedinu skupinu flavonoida ekstrahiranu razli¢itim enzimskim pripravcima
posljedica su razli¢itog sadrzaja pojedinih enzima kao S$to su poligalakturonaza, pektin liaza te
pektin metilesteraza u pojedinom enzimskom pripravku, ali i moguce prisutnosti drugih
enzimskih aktivnosti koje nisu navedene u specifikacijama proizvodaca za pripadni pripravak.
Najveci maseni udjeli antocijanina, flavonola i flavan-3-ola dobiveni su primjenom pripravka
Lallzyme EX-V. Bez obzira §to pripravak Lallzyme HC ne sadrzi celulaze i hemicelulaze on
je ucinkovitiji za ekstrakciju flavonoida iz kozica bobica grozda od pripravaka koji sadrze te
aktivnosti (Endozym Rouge i Endozym Contact Pelliculaire). Temeljem dobivenih rezultata
kao i sadrzaja pojedinih enzima u pojedinom pripravku, moze se zakljuciti da je za ekstrakciju
flavonoida najvaznija aktivnost razli¢itih pektinaza, a posebice one poligalakturonaze i pektin
metilesteraze koje su u najve¢im udjelima zastupljene u pripravku Lallzyme EX-V, dok
pripravak Lallzyme HC sadrZi neSto manje koli¢ine ovih enzima (Tablica 3.14).

Prikladnost dobivenih jednadzbi modela za optimalne vrijednosti odziva odredena je
provodenjem eksperimenata pri dobivenim optimalnim uvjetima te usporedivanjem
vrijednosti predvidenim modelom s onima eksperimentalno dobivenima. Dobivene su
vrijednosti vrlo slicne vrijednostima predvidenim modelom S§to ukazuje da su dobiveni modeli

pouzdani i precizni.
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Tablica 4.19. Optimalni uvjeti ekstrakcije EAE, predvidene i eksperimentalno dobivene vrijednosti

za pojedine skupine flavonoida

. Predvidena Dobivena
. w (Enzima) / . .. ..
Skupina i pH 4/°C t/ h:min  vrijednost / vrijednost
mee mg kg™’ (n=3) / mg kg™
EX-V
Antocijanini 10,30 2,00 46 2:30 41966,08 41907,41+45,13
Flavonoli 12,00 2,00 43 2:45 3736,42 3811,984+21,03
Flavan-3-oli 12,00 2,00 49 1:15 347,45 341,3049,65
Konacni 10,50 2,00 45 3:00
uvjeti
Antocijanini 41905,32 41753,21£76,22
Flavonoli 3726,47 3718,34+5,88
Flavan-3-oli 344,21 346+2,83
HC
Antocijanini 20,00 2,00 30 1:00 41224,10 41072,84+83,47
Flavonoli 12,00 2,00 45 1:00 3517,60 3498,47+38,14
Flavan-3-oli 15:00 2,20 50 3:00 335,28 329,35+4,71
Konacni 11,20 2,00 31 2:45
uvjeti
Antocijanini 41325,07 40949,21+19,82
Flavonoli 3395,74 3392,21£14,08
Flavan-3-oli 340,20 336,27+1,054
Contact Pelliculaire
Antocijanini 10,00 2,40 30 1:30 40642,60 40598,36+75,89
Flavonoli 12,00 2,00 33 2:10 3464.,41 3482,39+19,32
Flavan-3-oli 16,00 2,10 33 2:30 326,82 330,7145,86
Konacni 11,50 2,10 36 2:10
uvjeti
Antocijanini 39691,58 39518,32+179,32
Flavonoli 3339,79 3332,2544,76
Flavan-3-oli 320,08 319,58+3,68
Rouge
Antocijanini 15,00 2,00 48 2:00 40425,83 40237,38+198.,47
Flavonoli 18,00 2,00 42 1:15 344432 3452,92+15,78
Flavan-3-oli 14,00 2,00 45 1:00 329,08 320,46+6,36
Konalni 14,00 2,00 39 1:25
uvjeti
Antocijanini 40362,35 39886,25+174,87
Flavonoli 3381,52 3377,41+4,85
Flavan-3-oli 320,63 319,09+3,29
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4.2.6. Optimiranje metode rasprSenjem matrice uzorka kroz ¢vrstu fazu

4.2.6.1. Odabir ¢vrste faze

Kao ¢vrste faze najcesce se primjenjuju one koje kao nosac¢ sadrze silicijev dioksid na koji su
vezane razliCite skupine kao $to su oktilna, oktadecilna te fenilna skupina. U posljednje
vrijeme sve je veli broj istrazivanja koja ukazuju na veliku ucinkovitost primjene faza
saCinjenih od fenilsilicijevog dioksida u razdvajanju razlicitih skupina fenola. Razdvajanje
analita koji posjeduju aromatske prstenove s fenilnim skupinama cvrste faze temelji se na
tvorbi 77 interakcija i disperzivnih hidrofobnih sila, pa su stoga takve faze ucinkovitiji
materijali za odvajanje fenolnih spojeva od uobicajenih faza koje se primjenjuju u sustavu
obrnutih faza kao §to su oktadecilsilicijev dioksid ili oktasilicijev dioksid."**'®® Osim
navedenih materijala za razdvajanje fenola vrlo se Cesto koriste i razli€iti polimerni materijali
sacinjeni od polistiren-divinilbenzena. U takvu skupinu ubrajaju se i razli¢ite Amberlite XAD
smole. Prema uredbi Europske komisije, uporaba ovih c¢vrstih faza dozvoljena je u

190192 yeliki nedostatak &vrstih faza s

prehrambenoj, farmaceutskoj i kozmeti¢koj industriji.
vezanim fazama te onih polimernih njihova je velika cijena. Morski pijesak vrlo je jeftin
materijal koji ima Siroku primjenu u razaranju biljnih uzoraka. Premda se smatra da on nema
ulogu otapala analita tijekom postupka mijesanja, zbog svoje grade u vidu vrlo oStrih rubova i
grube povrsine omoguéava smicanje tijekom mehani¢kog mijesanja uzoraka i ¢vrste faze Sto
ga Cini vrlo ucinkoviti sredstvom za razaranje stanica ¢vrstih uzoraka. Neka su istrazivanja
pokazala da je morski pijesak uCinkovitija ¢vrsta faza za ekstrakciju fenola u usporedbi s

e o1e 193195
razli¢itim C;g materijalima.

Temeljem navedenih spoznaja pri optimiranju postupka
MSPD kao ¢vrste faze koristeni su Sepra Phenyl, Amberlite XAD-2 te morski pijesak.

4.2.6.2. Optimiranje metode MSPD primjenom BBD

Prilikom postupka optimiranja metode MSPD kao ekstrakcijski faktori koriSteni su vrsta
¢vrste faze, vrsta 1 volumni udio organske faze u eluacijskom otapalu, volumen eluacijskog
otapala te omjer masa sorbensa i uzorka s razinama navedenim u tablici 3.19, a pri ¢emu je
provedeno ukupno 90 pokusa. Statistickom obradom dobivenih masenih udjela antocijanina,
flavonola 1 flavan-3-ola utvrdeno je da se oni najbolje mogu opisati kvadratnom polinomnom

jednadZzbom, a C¢iji su koeficijenti zajedno s drugim parametrima odredenim analizom

varijance prikazani u tablici 4.20.

144



Tablica 4.20. Koeficijenti polinomne jednadzbe drugog reda i regresijski koeficijenti odziva te
parametri ANOVA za dobivene modele

&l Antocijanini Flavonoli Flavan-3-oli
an Koeficijent p-vrijednost Koeficijent p-vrijednost Koeficijent p-vrijednost
Model <0,0001 <0,0001 <0,0001
Neprikladnost 0,5051 03275 0,3090
modela
Odsjetak 9187,87 1368,69 128,41
orgI::le?;(;aze 214,58 0,1513 38,50 0,0320 “131 0,4109
B:Volumen 549,74 0,0005 109,51 <0,0001 4,96 0,0019
C:Omjer —685,93 <0,0001 -27,46 0,1171 -3,79 0,0207
D:Otapalo 381,67 0,0007 4,60 0,6613 3,95 0,0009
E[”f‘:;;r“a 223767 <0,0001 130,11 <0,0001 2543 < 0,0001
E[Z]f‘fzzr“a —4666,75 <0,0001 23925 <0,0001 49,38 <0,0001
AB
AC 411,02 0,0534
AD[1] 775,52 <0,0001 96,58 <0,0001 2,15 0,1809
AE[1] 70,09 0,0013 -532 <0,0001 —0,47 0,0023
AE[2] ~727,73 0,0013 ~102,39 <0,0001 —6,82 0,0023
BC
BD[1] -1,93 0,2354
BE|[1] 125,23 0,2595 —45,65 0,0280 -5,28 <0,0001
BE[2] ~346,10 67,00 0,0280 10,65 <0,0001
CD[1] -13,21
CE|[1] 613,00 <0,0001 37,01 0,0252 5,92 0,0093
CE[2] ~1333,85 <0,0001 —69,66 0,0252 -6,36 0,0093
DE[1] —482,74 <0,0001 ~11,68 <0,0001 -2,20 <0,0001
DE[2] 913,01 <0,0001 92,42 <0,0001 8,87 <0,0001
A’ ~1210,99 <0,0001 ~199,48 <0,0001 -10,92 <0,0001
B? —361,33 0,1036 —4,44 0,0621
C? 280,14 0,2052
R’ 0,9425 0,9392 0,9368
Prilagodeni R 0,9266 0,9035 0,9205
Preciznost 27,44 21,60 26,09

Najznacajniji ekstrakcijski faktor koji utjeCe na masene udjele svih ispitanih skupina
spojeva vrsta je primijenjene Cvrste faze. NajuCinkovitija ¢vrsta faza je fenilsilicijev dioksid
koja tijekom primjene u postupku MSPD ima dvojaku ulogu. On sluzi kao abraziv za
razaranje strukture stani¢nih stijenki kozica bobica grozda, ali ima i ulogu svojevrsnog

otapala za flavonoide. Vezana faza fenil i flavonoidi posjeduju aromatske prstenove u svojim
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strukturama te osim uobicajenih hidrofobnih interakcija mogu tvoriti i snazne -7 interakcije,
a $to u konacnici ima za posljedicu veliku ucinkovitost tijekom primjene postupka MSPD.
Maseni udjeli antocijanina, flavonola te flavan-3-ola dobiveni primjenom morskog pijeska
kao ¢vrste faze neSto su manji u usporedbi s onima dobivenima primjenom fenilsilicijevog
dioksida. S obzirom na svoju strukturu pijesak je vrlo ucinkovit u razaranju struktura
stani¢nih stijenki kozica grozda. Sveobuhvatno razaranje stani¢nih stijenki za posljedicu ima
olakSanje pristupa eluacijskog otapala sastavnicama stanica pa time i povecanje ekstrakcije.
Dobiveni maseni udjeli pojedinih skupina flavonoida primjenom XAD-2 kao ¢vrste faze
zna€ajno su manji u usporedbi s onima dobivenim primjenom fenilsilicijevog dioksida i
pijeska. Najvece razlike opazene su u sluCaju antocijanina dok su najmanje opazene u
masenim udjelima flavonola. Takav rezultat je u skladu s ranije provedenim istrazivanjima u
kojima je utvrdeno da ovakva vrsta ¢vrste faze ima najveci afinitet prema flavonolima te
izrazito mali afinitet prema antocijaninima, dok je afinitet prema flavan-3-olima
umjeren.”*"’

Odabir eluacijskog otapala ima vaznu ulogu tijekom postupka MSPD jer on tijekom
postupka MSPD ima ulogu uobi¢ajene pokretne faze u kromatografskom sustavu, ali ima 1
ulogu otapala Zeljenih analita. Vrsta organske faze sadrzane u eluacijskom otapalu vazan je
ekstrakcijski faktor koji znacajno utjeCe na masene udjele pojedinih skupina flavonoida.
Antocijanini su najzastupljenija skupina flavonoida u kozicama bobica grozda te je za njihovu
najucinkovitiju ekstrakciju primjenom MSPD potrebno koristiti etanol. Smatra se da metanol
za razliku od acetonitrila pojac¢ava -7 interakcije izmedu antocijanina i fenil vezane faze, a
Sto za posljedicu ima njihovo bolje razdvajanje. S obzirom da etanol i metanol imaju vrlo
sli¢na fizikalno-kemijska svojstva navedeno svojstvo metanola vjerojatno se moze primijeniti
i na etanol."® Za postizanje maksimalnih masenih udjela flavonola i flavan-3-ola potrebno je
primijeniti eluacijsko otapalo koje sadrzi acetonitril.

Volumen je eluacijskog otapala vaZan faktor koji utjece na ucinkovitost ekstrakcije
antocijanina, flavonola i flavan-3-ola. Volumen eluacijskog otapala ovisi o masi uporabljenog
sorbensa te o masenom udjelu analita. Primjenom vec¢ih volumena eluacijskog otapala
osigurava se potpuna eluacija zeljenih analita.

Maseni udjeli antocijanina i flavan-3-ola funkcija su omjera masa ¢vrste faze i uzorka.
Povecanjem ovog omjera dolazi do znacajnog povecanja masenog udjela antocijanina, dok
smanjenje omjera masa ¢vrste faze i uzorka ima pozitivan ucinak na ekstrakciju flavan-3-ola.
Ovakvo opazanje moze biti posljedica masenih udjela navedenih skupina spojeva.
Antocijanini su zastupljeni u znacajno ve¢im masenim udjelima pa je za njihovo otapanje u
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vezanoj fazi potrebna njezina ve¢a masa jer primjenom manjih masa dolazi do prezasi¢enja te
ona nema sposobnost dodatnog otapanja ovih analita. Flavan-3-oli su sadrZzani u znatno
manjem obimu pa primjena vecih masa ¢vrste faze moze imati negativan ucinak na njihovu
ekstrakciju jer moze do¢i do njihovog razvlaenja na ¢vrstoj fazi, a time i do gubitka u
kona¢nom ekstraktu.

Uc¢inak interakcija izmedu pojedinih ekstrakcijskih faktora na masene udjele
antocijanina, flavonola i flavan-3-ola odreden je iz grafova kontura (Slike 4.21 do 4.23).

Maseni udio antocijanina bez obzira na primijenjenu ¢vrstu fazu i eluacijsko otapalo
funkcija je medudjelovanja izmedu omjera masa cvrste faze i uzorka te udjela organske faze
odnosno volumena eluacijskog otapala. Povecanjem udjela organske faze uz primjenu manjih
omjera masa ¢vrste faze 1 uzorka dolazi do znacajnog povecanja masenog udjela ove skupine
spojeva. Najve¢i maseni udjeli antocijanina opazeni su u ekstraktima dobivenim primjenom
malog omjera masa i velikog eluacijskog volumena. Eluacijsko otapalo ima ulogu otapala
koje se natjeCe s vezanom fazom za analite pa stoga veci volumen otapala nadoknaduje malu
masu vezane faze (Slika 4.21).

Na masene udjele flavonola bez obzira na uporabljeno eluacijsko otapalo i1 vrstu ¢vrste
faze utjeCu medudjelovanja izmedu udjela organske faze u eluacijskom otapalu i omjera masa
¢vrste faze 1 uzorka odnosno volumena. Udio organske faze u ekstrakcijskom otapalu ovisi o
vrsti organskog otapala, a za postizanje Sto vece u€inkovitosti ekstrakcije ove skupine spojeva
potrebno je da eluacijsko otapalo sadrzi priblizno 50 % acetonitrila odnosno 65 % etanola.
Primijenjeni volumen otapala znacajno ne ovisi o primijenjenoj ¢vrstoj fazi, a njegovim

povecanjem dolazi i do povecanja masenog udjela flavonola (Slika 4.22).
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Slika 4.21. Konturni prikaz najznacajnijih interakcijskih u¢inaka izmedu pojedinih ekstrakcijski
faktora na maseni udio antocijanina prilikom primjene a) morskog pijeska i acetonitrila,
b) morskog pijeska i etanola uz volumen eluacijskog otapala od 10 mL;
c¢) morskog pijeska i acetonitrila, d) morskog pijeska i etanola uz volumen udio organske faze u
eluacijskom otapalu od 50 %; e) fenilsilicijevog dioksida i acetonitrila, f) fenilsilicijevog dioksida i
etanola uz volumen eluacijskog otapala od 10 mL; g) fenilsilicijevog dioksida i acetonitrila,
h) fenilsilicijevog dioksida i etanola uz volumen udio organske faze u eluacijskom otapalu od 50 %;
i) XAD-2 i acetonitrila, j) XAD-2 i etanola uz volumen eluacijskog otapala od 10 mL; k) XAD-2 i
acetonitrila, 1) XAD-2 i etanola uz volumen udio organske faze u eluacijskom otapalu od 50 %
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Slika 4.22. Konturni prikaz najznacajnijih interakcijskih u¢inaka izmedu pojedinih ekstrakcijski
faktora na maseni udio flavonola prilikom primjene a) morskog pijeska i acetonitrila,
b) morskog pijeska i etanola uz omjer masa ¢vrste faze i uzorka od 4:1;
¢) morskog pijeska i acetonitrila, d) morskog pijeska i etanola uz volumen eluacijskog otapala od
7 mL; e) fenilsilicijevog dioksida i acetonitrila, f) fenilsilicijevog dioksida i etanola uz omjer masa
¢vrste faze i uzorka od 4:1; g) fenilsilicijevog dioksida i acetonitrila,
h) fenilsilicijevog dioksida i etanola uz volumen eluacijskog otapala od 7 mL; i) XAD-2 i acetonitrila,
j) XAD-2 i etanola uz omjer masa cvrste faze i uzorka od 4:1; k) XAD-2 i acetonitrila, [) XAD-2 i
etanola uz volumen eluacijskog otapala od 7 mL
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Slika 4.23. Konturni prikaz najzna¢ajnijih interakcijskih u¢inaka izmedu pojedinih ekstrakcijski
faktora na maseni udio flavan-3-ola prilikom primjene a) morskog pijeska i acetonitrila,
b) morskog pijeska i etanola uz volumen eluacijskog otapala od 7 mL;
¢) morskog pijeska i acetonitrila, d) morskog pijeska i etanola uz volumen udio organske faze u
eluacijskom otapalu od 50 %; e) fenilsilicijevog dioksida i acetonitrila, f) fenilsilicijevog dioksida i
etanola uz volumen eluacijskog otapala od 7 mL; g) fenilsilicijevog dioksida i acetonitrila,
h) fenilsilicijevog dioksida i etanola uz volumen udio organske faze eluacijskom otapalu od 50 %;
i) XAD-2 i acetonitrila, j) XAD-2 i etanola uz volumen eluacijskog otapala od 7 mL; k) XAD-2 i
acetonitrila, 1) XAD-2 i etanola uz volumen udio organske faze u eluacijskom otapalu od 50 %
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Kao 1 u slu¢aju antocijanina, maseni udio flavan-3-ola ovisi o0 medudjelovanju izmedu
omjera masa ¢vrste faze i uzorka te volumena eluacijskog otapala odnosno njegovog masenog
udjela. Udio organske faze u ekstrakcijskom otapalu kao i njegov volumen ovise o
primijenjenom organskom otapalu (Slika 4.23).

Optimiranje postupka MSPD provedeno je primjenom Derringerove funkcije.
Dobiveni optimalni uvjeti za ekstrakciju pojedinih flavonoida navedeni su u tablici 4.21.
Obzirom da je uporaba morskog pijeska kao Cvrste faze i etanola kao organskog otapala
dozvoljena u prehrambenoj, farmaceutskoj i kozmetickoj industriji, odredeni su i optimalni
uvjeti u sluc¢aju uporabe ovih ekstrakcijskih faktora.

Provodenjem eksperimenata pri dobivenim optimalnim uvjetima te usporedivanjem
vrijednosti predvidenim modelom s onima eksperimentalno dobivenima, odredena je
prikladnost dobivenih jednadzbi za pojedine modele. Razlike izmedu eksperimentalno
dobivenih vrijednosti i vrijednosti predvidenih modelom vrlo su male pa je time potvrdeno da

su dobiveni modeli pouzdani i precizni.
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Tablica 4.21. Optimalni uvjeti postupka MSPD, predvidene i eksperimentalno dobivene vrijednosti za pojedine skupine flavonoida

Skubina Cvrsta Organska @ (Organska V (Eluacijsko Omjer masa ¢vrste Predvidena Dobivena vrijednost
upi
P faza faza faza) / % otapalo) / mL faze i uzorka vrijednost / mg kg™ (n=3) / mg kg™
Antocijanini  Tenilsiliciev - pay 80 9 5:1 1309832 13093,54+93 84
dioksid
Flavonoli ~ Fenilsilicliev y oy 50 10 51 1632,24 1643 ,38+1,42
dioksid
Flavan-3-oli  Fenilsilicijev oy 50 7 3:1 159,03 151,4542,65
dioksid
KOn‘aéfli F eni‘lsili‘cijev ACN 50 10 3.1
uvjeti dioksid
Antocijanini 12296,37 12870,70+15,70
Flavonoli 1615,81 1571,31%£6,07
Flavan-3-oli 157,54 160,3349,54
Konatni Pijesak EtOH 60 10 5:1
uvjeti
Antocijanini 12201,20 12175,03£19,97
Flavonoli 1586,29 1591,8749,12
Flavan-3-oli 149,94 150,96+7,30
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4.2.6. Usporedba optimiranih ekstrakcijskih metoda
Primjenom Box-Behnkenovog eksperimentalnog dizajna provedeno je optimiranje pojedinih
ekstrakcijskih tehnika, SLE, UAE, MAE, EAE te MSPD. Optimirane metode ovisno o
uporabljenom ekstrakcijskom otapalu mogu se podijeliti na metode s isklju¢ivom primjenom
u analitiCko-istrazivacke svrhe te one koje mogu imati primjenu u komercijalne svrhe tj. za
dobivanje ekstrakata fenola koji se mogu koristiti u razli¢itim granama industrije kao §to su
prehrambena, farmaceutska 1 kozmetic¢ka industrija, ali i za znanstveno-istrazivacke potrebe.
U slucaju tehnika MAE 1 EAE ekstrakcijski uvjeti za primjenu u analiti¢ko-istrazivacke 1
komercijalne svrhe jednaki su. Ekstrakcijska otapala u sluc¢aju analiticke primjene SLE i UAE
sadrze acetonitril ¢ija uporaba u navedenim granama industrije nije dozvoljena pa stoga
ekstrakcijska otapala za tu svrhu sadrze etanol. Primjena razli¢itih organskih faza u
ekstracijskom otapalu rezultira viSim temperaturama ekstrakcije u slu¢aju uporabe etanola.
Morski pijesak i etanol su tvari koje se mogu koristiti u prehrambenoj i drugim industrijama
pa je metoda MSPD za tu svrhu optimirana primjenom navedenih tvari. U optimiranoj metodi
MSPD za analiti¢ku primjenu koriste se acetonitril te fenilsilicijev dioksid.

U tablici 4.22 navedeni su maseni udjeli pojedinih fenolnih spojeva odredeni
optimiranim metodama s primjenom u analitiCko-istrazivacke svrhe uz optimalne uvjete
ekstrakcije (Tablice 3.21 do 3.23). Da bi se odredila preciznost i pouzdanost pojedine metode
ekstrakcije izracunata su relativna standardna odstupanja. Najvec¢i maseni udjeli za gotovo sve
ispitane spojeve dobiveni su primjenom metode UAE. Nesto manji maseni udjeli odredeni su
u ekstraktima MSPD i SLE, dok su najnizi maseni udjeli dobiveni primjenom MAE. Sve novo
optimirane metode imaju vrlo niske vrijednosti RSD S§to ih ¢ini izrazito preciznima i
pouzdanima. Nesto vece vrijednosti RSD u slu¢aju metode UAE u odnosu na metode SLE 1
MSPD mogu biti posljedica nejednolikog intenziteta i snage ultrazvucnih valova u kupelji.
Poznato je da intenzitet ultrazvucnih valova ovisi o udaljenosti od izvora. Prilikom primjene
metoda SLE 1 UAE zbog malog volumnog udjela organske faze u ekstrakcijskom otapalu, iz
dobivenih ekstrakata nije potrebno prije analize na HPLC-u ukloniti organsku fazu ¢ime se
smanjuje broj koraka i ucestalo prenosenje uzorka iz jedne posude u drugu tijekom postupka
ekstrakcije Sto u konacnici dovodi do manjeg gubitka analita. Metoda UAE ima neke
prednosti kao Sto su kratko vrijeme 1 niska cijena ekstrakcije te moguénost provedbe vise
ekstrakcija odjednom. Metoda MSPD primjenom fenilsilicijevog dioksida omogucava
dobivanje vrlo Cistog ekstrakta bez spojeva koji mogu raditi smetnje tijekom kvantitativne i

kvalitativne analize. Nedostatak ove metode relativno je visoka cijena ¢vrste faze.
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Tablica 4.22. Ovisnost masenog udjela pojedinih fenolnih spojeva o primijenjenoj optimiranoj metodi ekstrakcije za analiticko-istrazivacke potrebe

SLE UAE MAE EAE MSPD

SPod w/ mg kg'l R§/? / w/ mg kg'l R§/? / w/ mg kg‘l R§/? / w/ mg kg‘l R§/? / w/ mg kg'1 R§/? /
Delfinidin-3,5-O-diglukozid 712,44%°45 93 0,83 761,04+8,33 1,09 535,33%48,86 1,66 700,20°+5,89 0,84 721,20%+7,23 1,00
Cijanidin-3,5-O-diglukozid 913,86"+3,16 0,35 950,71°49,71 1,02 789,319+18,54 2,35 832,05°+9,77 1,17 895,08%+5,43 0,61
Delfinidin-3-O-glukozid 13507,63°+40,90 030  14107,46°+189,62 1,34 11802,31%£184,76 1,57  12993,14°+26,23 0,20 13614,95°+46,02 0,34
Peonidin-3,5-0-diglukozid 1694,07°+2,94 0,17 1723,40%28,14 1,63 1523,07°+18,32 1,20 1629,48%+6,33 0,39 1720,49*+14,56 0,85
Malvidin-3,5-O-diglukozid 10552,76°+71,56 0,68  10892,78%+141,96 1,30 9497,73°¢177,23 1,87  10273,09°+64,39 0,63 10893,75%+43,43 0,40
Cijanidin-3-0O-glukozid 3961,58%+23,29 0,59  4092,63%+54,98 1,34 3468,45%53,31 1,54 3772,81%4,90 0,13 3923,95%425,16 0,64
Peonidin-3-0-glukozid 1187,47°+2,24 0,19 1227,36°+26,88 2,19 1059,70%11,53 1,09 1137,53°47,25 0,64 1188,12°+3,07 0,26
Malvidin -3-O-glukozid 17686,45°£136,63 0,77  18207,42°+246,29 1,35 15672,28°£199,73 1,27  16923,87°+40,49 024  17865,97*°+112,29 0,63
UKUPNI ANTOCIJANI 50216,25"+260,64 0,52  51962,80°+675,58 1,30 44348,17°£607,33 1,37  48262,18°4131,22 0,27  50823,52*"+153,88 0,30
Miricetin-3-O-glukozid 552,76+6,07 1,10 544,99%°+9 78 1,79 479,08°49,15 1,91 529,52°+10,76 2,03 564,99°+3,13 0,55
Rutin 243,86°+3,53 1,45 247,30*°+1,68 0,68 224,88%+5,15 2,29 237,53°+1,88 0,79 256,18%+3,80 1,48
Kvercetin-3-O-glukuronid 248,65°+0,07 0,03 255,62°42,95 1,15 227,39°43,01 1,32 221,54%2,.21 1,00 250,97%+3,08 1,23
Kvercetin-3-O-glukozid 2735,63%49,71 035  2816,63%+43,60 1,55 2482,47°422,59 091  2450,18+11,00 0,45 2739,21°+18,15 0,66
Kemferol-3-O-glukuronid 58,69°°40,99 1,68 60,76°+0,90 1,49 54,55%40,83 1,53 57,78°+1,36 2,35 59,39°+0,91 1,54
Izoramnetin-3-0-glukozid 40,85°+0,73 1,79 50,62°+1,57 3,10 65,47+0,56 0,85 27,72°40,87 3,14 35,43%40,62 1,74
UKUPNI FLAVONOLI 3880,45"+9,89 0,25  3975,93°+53,24 1,34 3533,84°435,28 1,00  3524,27°+23,81 0,68 3906,17"+21,80 0,56
Galokatehin 151,31%4+0,50 0,33 152,23%42 51 1,65 138,49%+1,79 1,29 145,87°+1,71 1,17 156,47'+0,83 0,53
Procijanidin B1 36,57°+1,04 2,85 38,76°+0,75 1,93 31,51°+0,88 2,79 32,89°+0,50 1,53 37,98°+0,84 2,19
Epigalokatehin 53,09°40,16 0,30 41,96°1,14 2,72 52,49°+0,90 1,72 42,67°+0,36 0,84 62,70°+£0,41 0,65
Katehin 73,59°+0,52 0,71 80,50*+3,10 3,85 86,44%+1,70 1,97 57,60°+1,16 2,01 66,26%+0,98 1,47
Procijanidin B2 82,13%40,59 0,72 90,34°+0,21 0,23 80,44°+2,30 2,86 79,37%+1,51 1,90 76,58°£0,24 0,31
Epikatehin 36.40°°40.31 0,85 43.02°+1.56 3,62 34,66°41.15 3,31 36,55%°+0,70 1,91 37.85%+0.76 2,00

SLE: ekstrakcije ¢vrsto-tekuce; UAE: ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom; MAE: ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima; EAE: ekstrakcija potpomognuta enzimima; MSPD: rasrSenje matrice uzorka ¢vrstom fazom
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Tablica 4.22. Ovisnost masenog udjela pojedinih fenolnih spojeva o primijenjenoj optimiranoj metodi ekstrakcije za analiticko-istrazivacke potrebe

[Nastavak]
SLE UAE MAE EAE MSPD
SPOJ RSD / RSD / RSD / RSD / RSD /
-1 -1 —1 —1 ~1
w/ mg kg % w/ mg kg % w/ mg kg % w/ mg kg % w/ mg kg o
Kaftarinska kiselina 502,12°43,67 0,73 545,72°41,48 027 452,24°11,12 2,46 502,89°+6,54 1,30 514,49°+5,63 1,09
Kafeinska kiselina 49,92°+0,94 1,89 57,08*+0,77 1,36 39,91°40,48 1,19 31,81940,73 2,29 31,45%40,40 1,27
p-Kutarinska kiselina 522,72°42,51 0,48 561,4646,13 1,09 401,91°48,86 2,20 457,32°+0,80 0,18 497,1544,02 0,81
p-Kumarinska kiselina 34,10°40,08 0,24 33,39*%+0,13 0,39 32,82%+0,73 2,24 27,59%+0,18 0,66 33,12*°+0,66 2,01
Fertarinska kiselina 86,19°+1,07 1,24 87,42°40,81 0,92 97,34+0,74 0,76 40,869+0,90 2,19 46,40°+0,42 0,90
UKUPNE }II(III;IE(EES];CIMETNE 1195,05"+5,28 0,44 1285,07°+5,86 0,46 1024,21°20,58 2,01 1060,47°£5,89 0,56 1122,61%9,91 0,88
Prokatehinska kiselina 67,62°+1,51 2,24 61,54°+1,16 1,88 39,69'+0,86 2,17 65,11°+0,60 0,93 74,93%+1,29 1,72
trans-Resveratrol-3-O-glukozid 411,11%+1,44 0,35 441,19°+3,62 0,82 352,89°45,10 1,45 314,66%1,82 0,58 357,58°+1,20 0,34

SLE: ekstrakcije ¢vrsto-tekuce; UAE: ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom; MAE: ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima; EAE: ekstrakcija potpomognuta enzimima; MSPD: rasrSenje matrice uzorka ¢vrstom fazom

Srednje vrijednosti oznacene razlic¢itim slovima u redu, ukazuju na statisticki znacajnu razliku u skladu s Tukey-evim testom (p<0,05)
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Maseni udio pojedinih fenola znacajno ovisi o uporabljenoj metodi ekstrakcije s
primjenom u komercijalne svrhe (Tablica 4.23). Dobiveni maseni udjeli primjenom ovih
optimiranih metoda nesto su manji od onih dobivenih metodama za analiticke potrebe.
Najveci maseni udjeli antocijanina dobiveni su primjenom metode MSPD, dok su najveéi
maseni udjeli flavonola, flavan-3-ola, hidroksicimetnih kiselina te stilbena dobiveni
primjenom metode UAE. Primjenom ove metode maseni udjeli antocijanina u dobivenim
ekstraktima nesto su manji nego u ekstraktima dobivenim metodom MSPD, ali te razlike nisu
statistiCki znacajne. Kao i u sluaju metoda s analitickom primjenom, dobivene vrijednosti
RSD su male $to ukazuje na to da su novo optimirane metode vrlo precizne i pouzdane.
Tijekom postupka optimiranja ekstrakcijskih metoda s primjenom u komercijalne svrhe
koristen je omjer faza 1:80 g mL™" tj. 125 mg uzorka i 10 mL ekstrakcijskog otapala. Prilikom
uporabe tih metoda u industrijskim sustavima potrebno je povéati masu uzorka uz
istovremeno povecanje volumena ekstrakcijskog otapala npr. 500 g uzorka i 40 L organskog
otapala.

Na slici 4.24 prikazani su maseni udjeli ukupnih fenola za sve optimirane metode.

B Optimalni uvjeti za analiti€ku primjenu
- [ Optimalni uvjeti za komercijalnu primjenu

SLE UAE MAE EAE MSPD
Metoda ekstrakcije

SLE: ekstrakcije ¢vrsto-tekuce; UAE: ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom; MAE: ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima; EAE: ekstrakcija potpomognuta enzimima;

MSPD: rasrSenje matrice uzorka ¢vrstom fazom

Slika 4.24. Ovisnost masenog udjela ukupnih fenola o primijenjenoj metodi ekstrakcije
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Tablica 4.23. Ovisnost masenog udjela pojedinih fenolnih spojeva o primijenjenoj optimiranoj metodi ekstrakcije za komercijalne potrebe

SLE UAE MAE EAE MSPD
SPOJ w/ mg kg'l R§/? / w/ mg kg'1 R§/? / w/ mg kg‘l lff/? w/ mg kg‘l R§/? / w/ mg kg‘l RE'/? /
Delfinidin-3,5-O-diglukozid 693,56°+5,77 0,81 731,43%48,01 1,05 535,339+8,86 1,66 700,20°+5,89 0,84 715,65%+7,17 0,99
Cijanidin-3,5-O-diglukozid 889,64%+3,08 0,34 913,73%+9,34 0,98 789,31%¢18,54 2,35 832,05°49,77 1,17 888,18%+5,39 0,60
Delfinidin-3-O-glukozid 13149,68"+39,81 0,29 13558,86*+182,24 129  11802,31°+184,76 1,57 12993,14°426,23 020  13510,12+45,66 0,34
Peonidin-3,5-O-diglukozid 1649,18%°+2,87 0,17 1656,36°+27,04 1,57 1523,07°+18,32 1,20 1629,48%+6,33 039  1707,24*+14,45 0,84
Malvidin-3,5-O-diglukozid 10273,12°469,67 0,66 10469,05°£136,44 1,25  9497,73°t177,23 1,87 10273,09°464,39 0,63 10809,87°+43,10 0,40
Cijanidin-3-O-glukozid 3856,60°+22,76 0,57 3933,43°+52,84 1,29 3468455331 1,54 3772,8144,90 0,13 3893,74°+24,97 0,64
Peonidin-3-O-glukozid 1156,00°+2,18 0,18 1179,62°4+25,83 2,10 1059,70°+11,53 1,09 1137,53%+7,25 0,64 1178,98%43,05 0,26
Malvidin -3-O-glukozid 17217,76°133,01 0,75 17499,15*°+236,71 1,30  15672,28°+199,73 1,27 16923,87°+40,49 0,24  17728,40°t111,43 0,62
UKUPNI ANTOCIJANI 48885,52°+253,73 0,51 49941,45*°+649,30 1,25  44348,17°+607,33 1,37  48262,18°+131,22 0,27  50432,17°+152,69 0,30
Miricetin-3-O-glukozid 550,77°+6,05 1,09 538,12°+9,66 1,77 479,0849,15 1,91 529,52°+10,76 2,03 554,65+3,07 0,54
Rutin 242,98*%43 51 1,44 244,19**+1,67 0,67 224,88°+5,15 2,29 237,53%+1,88 0,79 251,49+3,73 1,45
Kvercetin-3-O-glukuronid 247,75%+0,07 0,03 252,40+2,91 1,14 227,39%+3,01 1,32 221,542 21 1,00 246,38%+3,02 1,20
Kvercetin-3-O-glukozid 2725,79*°+9,67 0,35 2781,14°+43,05 1,53 24824742259 091 2450,18°+11,00 0,45  2689,08+17,82 0,65
Kemferol-3-O-glukuronid 58,48%+0,98 1,68 60,00°+0,89 1,47 54,55%40,83 1,53 57,78%1,36 2,35 58,30°+0,90 1,51
Izoramnetin-3-O-glukozid 40,70V40,73 1,79 49,98%+1,55 3,06 65,47°40,56 0,85 27,72°40,87 3,14 34,78°+0,61 1,71
UKUPNI FLAVONOLI 3866,48"+9,85 0,25 3925,83"+52,57 1,32 3533,84°t3528 1,00 3524,27°423,81 0,68  3834,69%+21,41 0,55
Galokatehin 149,11°+0,50 0,33 161,50°+2,66 1,75 138,49°+1,79 1,29 145,87%41,71 1,17 148,92°40,79 0,50
Procijanidin B1 36,04%+1,03 2,81 41,12%+0,79 2,05 31,51°40,88 2,79 32,89°+0,50 1,53 36,15+°0,74 2,08
Epigalokatehin 52,32°40,16 0,30 44.,52°+1,21 2,89 52,49°+0,90 1,72 42,67°+0,36 0,84 59,68%£0,39 0,62
Katchin 72,52°+0,51 0,70 85,40%+3,29 4,09 86,44*1,70 1,97 57,60°+1,16 2,01 63,07°+0,93 1,40
Procijanidin B2 80,94°+0,58 0,71 95,84+0,22 0,25 80,44°+2,30 2,86 79,37°+1,51 1,90 72,89°40,22 0,29
Epikatehin 35,87%°+0,30 0,84 45,64°+1,65 3,84 34,66°+1,15 3,31 36,55%°+0,70 1,91 36,02°+0,72 1,90
UKUPNI FLAVANOLI 426,81°+0,43 0,10 474,02°+1,31 0,29 424,03"+4,87 1,15 394,96%+3,13 0,79 416,74°40,55 0,13

SLE: ekstrakcije ¢vrsto-tekuce; UAE: ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom; MAE: ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima; EAE: ekstrakcija potpomognuta enzimima; MSPD: rasrSenje matrice uzorka ¢vrstom fazom

Srednje vrijednosti oznacene razli¢itim slovima u redu, ukazuju na statisticki znacajnu razliku u skladu s Tukey-evim testom (p<0,05)
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Tablica 4.23. Ovisnost masenog udjela pojedinih fenolnih spojeva o primijenjenoj optimiranoj metodi ekstrakcije za komercijalne potrebe [Nastavak]

SLE UAE MAE EAE MSPD
SPOJ w/ mg kg_1 R§/? / w/ mg kg_1 R%}? / w/ mg kg_1 R§/? / w/ mg kg_1 R§/? / w/ mg kg_1 RE:/? /
Kaftarinska kiselina 491,82°+3,59 0,72 531,64%+1,44 0,26 452,24%11,12 2,46 502,89°+6,54 1,30 497,36°+5,44 1,09
Kafeinska kiselina 48,90°+0,93 1,85 55,61°+0,75 1,32 39,91°40,48 1,19 31,81%40,73 2,29 30,40%+0,39 1,27
p-Kutarinska kiselina 512,00°42,45 0,47 546,98°+5,98 1,06 401,91°+8,86 2,20 457,32°+0,80 0,18 480,59°4+3,89 0,81
p-Kumarinska kiselina 33,40°40,08 0,23 32,53%40,13 0,38 32,82%+0,73 2,24 27,59°+0,18 0,66 32,02°40,64 2,01
Fertarinska kiselina 84,43%+1,05 1,22 85,16°+0,79 0,90 97,34°+0,74 0,76 40,86+0,90 2,19 44,86°+0,40 0,90
UKUPNE }ggléggvséCIMETNE 1170,55"+5,17 0,43 1251,91%£5,70 0,44  1024,21°420,58 2,01 1060,479+5,89 0,56 1085,23°+9,58 0,88
Prokatehinska kiselina 67,45°+1,51 2,23 59,29°+1,11 1,81 39,69+0,86 2,17 65,11°+0,60 0,93 73,96°+1,27 1,70
trans-Resveratrol-3-O-glukozid 404,94°+1,42 0,34 436,38%+3,66 0,83 352,89°5,10 1,45 314,66%+1,82 0,58 349,32°+1,17 0,33

SLE: ekstrakcije ¢vrsto-tekuce; UAE: ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom; MAE: ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima; EAE: ekstrakcija potpomognuta enzimima; MSPD: rasr$enje matrice uzorka ¢vrstom fazom

Srednje vrijednosti oznacene razli¢itim slovima u redu, ukazuju na statisti¢ki znacajnu razliku u skladu s Tukey-evim testom (p<0,05)
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4.3. Stabilnost ekstrakata fenola koZica bobica grozda

Porastom svijesti potroSaca o zdravoj prehrani te brojnih istrazivanja koja su potvrdila
pozitivan uc¢inak fenola na ljudsko zdravlje sve se viSe ovi prirodni bioaktivni spojevi koriste
u prehrambenoj, farmaceutskoj i kozmetickoj industriji. S obzirom da ekstrakti kozica bobica
grozda obiluju pojedinim fenolnim spojevima imaju veliki potencijal primjene u komercijalne
svrhe. Dobiveni se ekstrakti naj¢es¢e dodaju u ishodnu smjesu za dobivanje nekoga pripravka
ili proizvoda, a koja se potom prije stavljanja na trziSte obraduje na odredeni nacin. Tijekom
postupka proizvodnje hrane i razli¢itih farmaceutskih i kozmeti¢kih pripravaka koriste se
razli¢ite termicke 1 druge metode kao Sto je primjena ultrazvuka visokih frekvencija.
Termicka obrada jedna je od najceSce koriStenih tehnika u prehrambenoj industriji koja
osigurava mikrobioloSku sigurnost proizvoda. Tijekom termicke obrade dolazi do inaktivacije
mikroorganizama kao i enzima koji imaju negativan u¢inak na sam proizvod. U ovu skupinu
enzima ubrajaju se polifenoloksidaze, pektin metilesteraze, lipaze, proteaze, peroksidaze itd.
BlanSiranje, termicka pasterizacija, kuhanje, pecenje i sterilizacija termicke su tehnike za
obradu prehrambenih proizvoda s najve¢om primjenom. Ove se tehnike provode pri
temperaturama od 40 °C pa do 95 °C, a sam postupak obiéno traje od 1 min pa do 6 h."””>"!
Veliki broj kozmetickih pripravaka sadrzi emulzije sainjene od vode i ulja. Ovakve se
emulzije obi¢no prireduju mijeSanjem vodene i uljne faze pri visokim temperaturama (50 °C
do 85 °C) uz mijeSanje u prisutnosti emulgatora. Sam postupak traje sve dok se uljne kapi u
potpunosti ne rasprSe unutar vodene faze i ne nastane jednolika homogena masa. Novije
metode priprave vodeno-uljnih emulzija ukljucuju rasprSenje vode i oleosoma uz neprestano
mijeanje pri temperaturama koje ne prelaze 40 °C.2>**

Razvoj novih tehnologija na znanstvenoj razini uvelike prate 1 pojedine grane
industrije pa tako ultrazvuk visokih frekvencija ima sve vecu primjenu u prehrambenoj,
kozmeti¢koj i farmaceutskoj industriji. Termosoniciranje jedna je od ultrazvucnih tehnika
koja se uvelike koristi tijekom postupka konzerviranja hrane. U ovoj tehnici primjenjuju se
ultrazvucni valovi uz istovremeno zagrijavanje medija na temperature od priblizno 60 °C.
Primjenom ove tehnike dolazi do uéinkovite inaktivacije brojnih mikroorganizama kao $to su
bakterije i kvasci, ali i do inaktivacije pojedinih enzima.”**** Tal-Fifiel*”® je 2007. g. razvio
jedinstvenu metodu za dobivanje stabilnih vodeno-uljni kozmetickih emulzija primjenom
ultrazvuka. U proizvodnji tableta najceS¢e su se primjenjivale razli¢ite mehanicke metode.
Novija su istrazivanja pokazala da se vrlo uéinkovito komprimiranje praha kao sastavnice

tableta moZe posti¢i primjenom ultrazvuka.””’ Prilikom priprave odredene aktivne supstanice
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primjenjuje se postupak sonokristalizacije koji je vrlo u¢inkovit na¢in za dobivanje odredenih
farmaceutskih pripravaka.”®®

Navedeni postupci priprave pojedinih proizvoda i pripravaka mogu utjecati na sastav i
sadrzaj fenolnih spojeva pa je stoga nuzno poznavati njihova fizikalno-kemijska svojstva od
kojih su najvazniji termicka i ultrazvucna stabilnost.

Do danas, provedeno je svega nekoliko istrazivanja €iji je cilj bio odredivanje termicke
stabilnosti fenolnih spojeva u ekstraktima dobivenim iz razlicitih biljaka. Termicka stabilnost
fenola uvelike ovisi o samom spoju, pH-vrijednosti otopine itd. Najveca stabilnost fenolnih
spojeva opaZena je u kiselim uvjetima. Su i sur.’” odredili su da se sadrzaj flavan-3-ola iz
zelenog Caja tijekom zagrijavanja pri 100 °C u periodu od 1 h smanji za svega 20 % do 25 %,
dok se u istom vremenskom periodu pri 95 °C sadrzaj antocijanina smanji za priblizno
50 %.2"°

U literaturi postoji vrlo malo podataka o utjecaju ultrazvuka na sastav i sadrzaj fenola.
Vecina ovih istraZzivanja provedena je na otopinama standarada flavonoida i fenolnih

. 211212
kiselina.” >

Poznato je da matrica znacajno utjeCe na stabilnost fenola u odredenim
uvjetima pa je stoga potrebno provesti odredivanje stabilnosti tijekom termosoniciranja u

. . 21
stvarnim matricama.?'

4.3.1. Odredivanje termicke stabilnosti fenola u ekstraktima koZica bobica grozda

Ekstrakti kozica bobica grozda zagrijavani su pri temperaturama od 40 °C, 60 °C 1 80 °C u
vremenskom periodu od 15 min do 4 h. Po zavrSetku zagrijavanja ekstrakti su analizirani
primjenom metode HPLC, a pri ¢emu su odredeni maseni udjeli pojedinih antocijanina,
flavonola, flavan-3-ola, hidroksicimetnih 1 hidroksibenzojevih kiselina te stilbena

(Tablice 4.24 do 4.29).
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Tablica 4.24. Ovisnost masenog udjela pojedinih flavonoida o vremenu inkubacije odredena pri 40 °C

. w/ mg kg'1
Spoj . . .
0 min 15min 30 min 1h 2h 3h 4h
Delfinidin-3,5-O-diglukozid 924,64* + 0,78 924,29* + 0,79 924,54* + 1,04 924.44* + 0,78 924,72* + 1,09 924,84* + 1,03 924,10* + 1,02
Cijanidin-3,5-O-diglukozid 825,76" + 0,83 825,37" + 1,34 825,60 + 1,03 825,27* + 1,03 825,62° + 1,17 825,43* + 1,03 825,54 + 0,71
Delfinidin-3-0O-glukozid 7163,47* + 0,69 7163,34" + 1,20 7163,55% + 1,06 7163,49* + 1,16 7163,62* + 1,08 7163,59" + 1,38 7163,72% + 1,00
Peonidin-3,5-0-diglukozid 1036,61* + 1,04 1036,42* + 1,01 1036,27* + 1,04 1036,14* + 0,95 1036,11* + 0,99 1036,29* + 0,99 1036,59* + 0,97

Malvidin-3,5-O-diglukozid
Cijanidin-3-0-glukozid
Peonidin-3-O-glukozid
Malvidin -3-O-glukozid

UKUPNI ANTOCIJANINI
Miricetin-3-O-glukozid
Rutin

Kvercetin-3-O-glukuronid

Kvercetin-3-0O-glukozid
Kemferol-3-O-glukuronid
UKUPNI FLAVONOLI

Galokatehin
Procijanidin B1
Epigalokatehin
Katehin
Procijanidin B2
Epikatehin
UKUPNI FLAVAN-3-OLI

10387,53% + 0,67
1827,49" + 1,89
383,09° + 0,51
5913,16" + 0,91
28461,75" + 6,61
581,50 + 0,62
165,83" + 0,50
117,88" + 0,51
1767,72* + 0,31
36,15 + 0,53
2669,08" + 1,45
52,50° + 0,54
34,07* + 0,55
22,83+ 0,55
14,84 + 0,56
12,97* + 0,56
24,80" + 0,55
162,01° + 3,31

10387,34% + 1,41
1825,59° + 1,89
383,28+ 0,13
5913,38% + 1,43
28459,03" + 6,68
580,88 + 0,62
165,89" + 0,70
118,17* + 0,51
1767,86" + 0,31
36,30" + 0,55
2669,12* + 1,64
53,06 + 0,64
33,83+ 0,54
22,73 + 0,55
15,23" + 0,55
12,81° + 0,58
24,64° + 0,54
162,64 + 1,33

10386,68" + 0,51
1822,80" + 1,88
383,49° + 0,52
5913,83" + 1,01
28456,75" + 1,80
581,94 + 0,10
165,91° + 0,50
118,29" + 0,51
1767,81% + 0,31
36,09" + 0,05
2670,06" + 0,49
52,66 + 0,54
34,10° + 0,05
23,08 + 0,55
14,62° + 0,56
12,75 + 0,02
24,75" + 0,55
162,24 + 2,15

10387,78% + 1,00
1822,42" + 1,88
382,94° + 0,52
5914,69" + 0,92
28457,16" + 4,05
581,34 + 0,62
165,00° + 0,38
117,57* + 0,51
1767,83% + 0,51
35,64 + 0,05
2668,38" + 0,90
53,26 + 0,62
34,06 + 0,55
22,94° + 0,60
14,76 + 0,55
12,63" + 0,60
24,95% + 0,60
163,00° + 1,33

10383,95° + 0,50
1825,24* + 1,88
382,97" + 0,66
5889,66° + 0,89
28431,88" + 4,40
582,08 + 0,48
165,93* + 0,50
117,84 + 0,14
1767,80" + 0,74
36,34 + 0,05
2669,99" + 0,57
52,93" + 0,62
34,01% + 0,62
22,87 + 0,60
14,98 + 0,56
12,53* + 0,56
25,15+ 0,55
162,67* + 0,67

10381,81° + 0,83
1823,87% + 1,87
382,70% + 0,51
5885,68° + 0,89
28424,21" + 4,06
581,69 + 0,54
165,31* + 0,38
117,47* + 0,43
1768,01° + 0,33
35,87+ 0,56
2669,02° + 0,63
53,50" + 0,54
33,38" + 0,54
22,79* + 0,60
15,10* + 0,03
12,47* + 0,55
25,21 + 0,60
161,89" + 0,45

10377,43° + 0,50
1823,67* + 1,87
382,68 + 0,65
5879,69¢ + 0,89
28413,42° + 2,42
581,71 + 0,52
165,25 + 0,39
117,44* + 0,53
1768,32" + 0,49
35,89 + 0,62
2669,28" + 0,50
52,87" + 0,54
33,72 + 0,55
23,00 + 0,60
15,19* + 0,03
12,26 + 0,56
25,02* + 0,57
162,56 + 0,78

Srednje vrijednosti oznacene razli¢itim slovima u redu, ukazuju na statisti¢ki znacajnu razliku u skladu s Tukey-evim testom (p<0,05)
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Tablica 4.25. Ovisnost masenog udjela pojedinih flavonoida o vremenu inkubacije odredena pri 60 °C

. w/ mg kg_1
Spoj . . .
0 min 15min 30 min 1h 2h 3h 4h
Delfinidin-3,5-O-diglukozid 924,64 + 0,78 836,68 + 3,27 814,54° + 6,29 777,52% + 5,55 765,24% + 5,30 739,82° + 4,80 652,31+ 3,05
Cijanidin-3,5-O-diglukozid 825,76 + 0,83 756,55° + 0,77 735,78 + 0,75 722,94% + 0,74 687,40° + 0,69 679,73 + 0,70 627,43¢ + 0,66
Delfinidin-3-O-glukozid 7163,47° + 0,69  6452,76° + 1,48 6396,52°+ 1,42 6256,76° + 1,27 6113,38° + 1,11 544471 + 0,54 4975,02¢ + 0,58
Peonidin-3,5-0-diglukozid 1036,61°+ 1,04  965,77° + 0,96 950,36° + 0,95 940,72 + 0,94 926,54° + 0,93 896,10" + 0,90 822,63% + 0,83

Malvidin-3,5-O-diglukozid
Cijanidin-3-O-glukozid

10387,53" + 0,67
1827,49" + 1,89

9801,88" + 0,71
1772,16" + 1,83

9452,77° + 1,04
1696,28° + 1,74

9416,31¢ + 1,07
1679394 + 1,73

9366,68° + 1,13
1613,46° + 1,65

9049,85" + 1,46
1384,15 + 1,40

8459,908 + 2,12
1279,758% + 1,29

Peonidin-3-O-glukozid 383,09* + 0,51 352,15 + 0,51 347,83+ 0,50 340,67 + 0,50 337,26° + 0,50 311,177+ 0,50 293,908 + 0,49
Malvidin -3-O-glukozid 5913,16* + 0,91 5316,78° + 0,50  5309,37°+ 0,50  5237,75°+ 0,49  5239,70° + 0,49 4779,55" + 0,73 4544,06% + 0,95
UKUPNI ANTOCIJANINI  28461,75" + 6,61  26254,73" £ 5,26  25703,44°+ 9,11  25372,07° + 8,15  25049,67° + 7,57  23285,09' £521  21655,01% + 2,63
Miricetin-3-O-glukozid 581,50 + 0,62 551,03 + 0,57 550,94° + 0,57 550,23°¢ + 0,57  549,93%% + 0,57 549,214 + 0,56 546,40° + 0,56
Rutin 165,83* + 0,50 159,69° + 0,50 158,14" + 0,68 157,48" + 0,50 157,44 + 0,69 156,93 + 0,50 154,14° + 0,50
Kvercetin-3-O-glukuronid 117,88 + 0,51 99,10 + 0,52 96,89 + 0,52 95,59 + 0,52 94,89¢ + 0,52 94,529 + 0,52 92,72° + 0,52
Kvercetin-3-0-glukozid 1767,72* + 0,31 1670,96" + 1,72 1644,29° + 1,69 1639,10 + 1,68 1602,07° + 1,64 1580,27" + 1,64 1560,64% + 1,59
Kemferol-3-O-glukuronid 36,15 + 0,53 34,40° + 0,55 34,22 + 0,62 34,02° + 0,55 33,96" + 0,55 33,47° + 0,55 30,70° + 0,55
UKUPNI FLAVONOLI 2669,08" + 1,45  2513,98" + 3,20  248548°+ 3,63  2477,66°+3,18  2439,30% + 4,90 2414,41°+ 3,15  2384,60" + 3,13
Galokatehin 52,50" + 0,54 49,25 + 0,54 49,16° + 0,54 48,42°¢ + 0,54 47,49° + 0,54 4738+ 0,54 47,11° + 0,54
Procijanidin B1 34,07 + 0,55 29,90° + 1,04 30,61° + 1,20 30,95 + 0,97 31,08 + 0,61 31,28 + 0,61 32,83+ 0,53
Epigalokatehin 22,83*+ 0,55 22,73* + 0,55 22,42* + 0,55 22,46 + 1,18 22,40° + 1,18 22,41°+ 1,18 21,08" + 0,55
Katehin 14,84 + 0,56 17,00° + 0,56 17,86 + 0,58 19,04 + 0,60 20,83+ 0,55 23,02° + 0,55 24,76" + 0,61
Procijanidin B2 12,97* + 0,56 12,48" + 0,56 12,24 + 0,56 11,89 + 0,56 11,74* + 0,56 11,56* + 0,56 11,19 + 0,56
Epikatehin 24,80 + 0,55 25,51+ 0,55 25,61°+ 0,55 25,73° + 0,55 26,87° + 0,55 27,64 + 0,55 29,20° + 0,59
UKUPNI FLAVAN-3-OLI 162,01% + 3,31 161,93" + 3,31 162,90° + 3,09 162,39" + 2,15 163,11° + 2,15 165,86" + 2,15 167,27" + 2,44

Srednje vrijednosti oznacene razli¢itim slovima u redu, ukazuju na statisticki znacajnu razliku u skladu s Tukey-evim testom (p<0,05)
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Tablica 4.26. Ovisnost masenog udjela pojedinih flavonoida o vremenu inkubacije odredena pri 80 °C

. w/ mg kg_1
Spoj : - .
0 min 15min 30 min 1h 2h 3h 4h
Delfinidin-3,5-O-diglukozid ~ 924,64° + 0,78 762,74° + 5,25 728,22° + 4,56 633,20% + 2,66 482.10° + 0,36 428317+ 1,43 345,83% + 3,08
Cijanidin-3,5-O-diglukozid 825,76 + 0,83 660,42° + 0,69 659,05° + 0,68 646,53° + 0,70 545,334 + 0,60 488.88° + 0,56 435,96" + 0,54

Delfinidin-3-O-glukozid
Peonidin-3,5-O-diglukozid
Malvidin-3,5-O-diglukozid

Cijanidin-3-O-glukozid

Peonidin-3-0O-glukozid
Malvidin -3-O-glukozid
UKUPNI ANTOCIJANINI
Miricetin-3-O-glukozid
Rutin
Kvercetin-3-0-glukuronid

Kvercetin-3-O-glukozid
Kemferol-3-O-glukuronid

UKUPNI FLAVONOLI

Galokatehin
Procijanidin B1
Epigalokatehin

Katehin
Procijanidin B2
Epikatehin
UKUPNI FLAVAN-3-OLI

7163,47" + 0,69
1036,61% + 1,04
10387,53" + 0,67
1827,49* + 1,89
383,09 + 0,51
5913,16° + 0,91
28461,75" + 6,61
581,50 + 0,62
165,83" + 0,50
117,88 + 0,51
1767,72¢ + 0,31
36,15 + 0,53
2669,08" + 1,45
52,50° + 0,54
34,07* + 0,55
22,83" + 0,55
14,84 + 0,56
12,97* + 0,56
24,80" + 0,55
162,01° + 3,31

6022,80° + 1,02
908,76° + 0,91
9310,87° + 1,18
1543,56" + 2,18
334,35 + 0,50
5140,75° + 0,50
24684,06" + 7,14
497,11° + 0,57
150,43° + 0,50
85,78" + 0,52
1577,55" + 1,61
32,56" + 0,55
2343,43" + 3,15
48.30° + 0,54
30,90° + 1,15
21,58+ 0,55
16,86° + 0,56
12,48" + 0,56
19,07° + 0,56
151,84" + 3,31

5718,50° + 0,73
887,77° + 0,89
9065,76° + 1,45
1498,90° + 38,21
325,57+ 0,50
4978,47° + 0,58
23839,53° + 5,68
494,12° + 0,57
149,48 + 0,50
81,485+ 0,53
1567,59¢ + 1,60
31,40°¢ + 0,55
2324,04° + 3,14
48.34° + 0,54
27,45°+ 1,19
22,02* + 0,61
20,27°+ 0,55
12,28" + 0,56
20,25 + 0,55
153,51" + 2,53

4922714+ 0,62
832,82 + 0,84
8336,04% + 2,26
1277,46 + 0,79
294,799 + 0,49
4466,56" + 1,02
21410,12° + 2,20
483,519+ 0,70
148,49 + 0,50
80,97° + 0,53
1564,09° + 1,60
30,94° + 0,55
2402,75% + 3,14
48,42° + 0,54
24,67 + 0,91
21,73* + 0,61
24,95 + 0,55
11,82° + 0,56
21,74° + 0,55
156,43" + 2,53

3825,77° + 1,71
721,35 + 0,74
7292,45° + 0,80
1028,81° + 1,03
258,89° + 0,49
3871,89¢ + 0,87
18026,59° + 3,81
470,08° + 0,55
147,36 + 0,50
80,36° + 0,53
1552,50% + 1,59
29,82°+ 0,55
2281,12° + 3,11
48.71° + 0,54
19,72° + 0,75
17,52° + 0,56
31,11°+ 0,55
11,41° + 0,56
24,07* + 0,55
155,83" + 3,31

3164,60" + 1,17
646,20" + 0,67
6489.53" + 0,99
856,15" + 0,86
225,12" + 0,49
3316,72" + 1,88
15615,50" + 5,70
460,28+ 0,55
141,33° + 0,50
76,829 + 0,53
1474,56° + 1,50
27,07° + 0,55
2180,07" + 3,07
49,08 + 0,54
16,51+ 0,53
15,04° + 0,02
32,78" + 0,55
11,17° + 0,56
30,10Y + 0,55
158,38" + 3,31

2723,968 + 1,78
597,17¢ + 0,64
5948,298 + 0,95
751,698 + 0,76
204,96 + 0,49
2980,80¢ + 2,06
13988,67¢ + 5,81
454,108 + 0,55
129,89" + 0,51
71,86° + 0,53
1457,11" + 1,48
25,10°+ 0,55
2138,072 + 3,06
48.62° + 0,64
14,738 + 0,46
15,05° + 0,56
34,758 + 0,55
11,02° + 0,56
35,46° + 0,55
162,52° + 2,52

Srednje vrijednosti oznacene razli¢itim slovima u redu, ukazuju na statisti¢ki znacajnu razliku u skladu s Tukey-evim testom (p<0,05)
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4.3.1.1. Flavonoidi

Zagrijavanje ekstrakta pri 40 °C u periodu od 4 h nema znacajan utjecaj na maseni udio
antocijanina jer je po zavrsetku inkubacije preostalo vise od 99 % pocetnog masenog udjela
(Tablica 4.24). Nakon 15 min zagrijavanja pri 60 °C preostalo je 99,49 %, 91,62 %, 90,08 %,
93,17 % 94,36 %, 96,97 %, 91,92 % 1 89,91 % pocetnog masenog udjela delfinidin-3,5-O-
diglukozida, cijanidin-3,5-O-diglukozida, delfinidin-3-O-glukozida, = peonidin-3,5-O-
diglukozida, malvidin-3,5-O-diglukozida, cijanidin-3-O-glukozida, peonidin-3-O-glukozida
odnosno malvidin-3-O-glukozida. Dodatno zagrijavanje u periodu do 1 h nije dovelo do
znacajnog smanjenja antocijanina (Slika 4.25). Zagrijavanje u periodu od 4 h uzrokuje
smanjenja masenog udjela delfinidin-3,5-O-diglukozida, cijanidin-3,5-O-diglukozida,
delfinidin-3-0-glukozida, peonidin-3,5-O-diglukozida, malvidin-3,5-O-diglukozida,
cijanidin-3-0-glukozida, peonidin-3-O-glukozida i malvidin-3-O-glukozida na 70,55 %,
75,98 %, 69,45 %, 79,36 %, 81,44 %, 70,03 %, 76,72 % odnosno 76,85 % pocetnog masenog
udjela (Tablica 4.25). Tijekom zagrijavanja pri 80 °C opazeno je znacajno vece smanjenje
masenog udjela svih ispitanih antocijanina (Slika 4.25). Nakon zagrijavanja u trajanju od 4 h
smanjenje masenog udjela antocijanina u odnosu na pocetni maseni udio bio je u rasponu od
42,39 % do 61,97 % za peonidin-3,5-O-diglukozid odnosno delfinidin-3-O-glukozid (Tablica
4.26). Stupanj razgradnje antocijanina uvelike ovisi o primijenjenoj temperaturi, vremenu
zagrijavanja, ali 1 o samoj strukturi pojedinog antocijanina. U usporedbi s odgovaraju¢im
3-O-glukozidima, 3,5-O-diglukozidi znacajno su stabilniji. U nizu ispitanih antocijanina
stupanj razgradnje povecava se slijede¢im redoslijedom:
peonidin<malvidin<cijanidin<delfinidin za 3-O-glukozidima kao i za 3,5-O-diglukozidi.
Temeljem dobivenih rezultata moze se zakljuciti da broj hidroksilnih i metoksilnih skupina na
aromatskom prstenu imaju vaznu ulogu u termickoj stabilnosti odgovarajué¢eg antocijanina.
Dobiveni rezultati u potpunosti su u skladu s ranijim provedenima istraZivanjima.*'**'’
Opcenito, tijekom zagrijavanja antocijanina prvo dolazi do otvaranja prstena C uz nastajanje
calkon-glukozida, a nakon cega slijedi reakcija deglikozilacije pri ¢emu nastaje Calkon.
Dodatnim cijepanjem prstena B ¢alkona nastaju odgovarajuce hidroksibenzojeve kiseline.
Tako je npr. krajnji produkt termicke razgradnje cijanidin-3-O-glukozida prokatehinska

kiselina, a delfinidin-3-O-glukozida galna kiselina.
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Slika 4.25. Ovisnost masenog udjela antocijanina o vremenu i temperaturi inkubacije

165



Na slici 4.26 prikazana je ovisnost masenog udjela pojedinih flavonola o vremenu i
temperaturi inkubacije. Kao i u slucaju antocijanina, nakon zagrijavanja u periodu od 4 h pri
temperaturi od 40 °C nije opazeno statistiCki znacajno smanjenje masenog udjela ovih
spojeva. PoviSenjem temperature na 60 °C dolazi do znacajnog smanjenja masenih udjela
flavonola, a stupanj razgradnje ovisi o kemijskoj strukturi pripadnog spoja kao i o vremenu
inkubacije. Nakon 15 min zagrijavanja pri 60 °C odrZano je 91 % masenog udjela pojedinih
flavonola u odnosu na pocetne vrijednosti, dok se nakon 4 h zagrijavanja maseni udio
miricetin-3-O-glukozida, rutina, kvercetin-3-O-glukuronida, kvercetin-3-O-glukozida i
kemferol-3-O-glukuronida smanjio na 93,96 %, 92,95 %, 78,66 %, 88,29 % odnosno 84,91 %
pocetnog masenog udjela (Tablica 4.25). Najvece smanjenje masenog udjela flavonola
opazeno je u ekstraktima zagrijavanim pri 80 °C. U slucaju gotovo svih flavonola
najizrazenije smanjenje masenog udjela opaZeno je nakon 15 min inkubacije, uz iznimku
kemferol-3-O-glukuronida kod kojeg je najizrazenije smanjenje masenog udjela opazeno
nakon 2 h (Slika 4.26). Nakon 4 h inkubacije smanjenje masenog udjela flavonola u odnosu
na pocetni maseni udio bio je u rasponu od 39,04 % do 17,57 % za kvercetin-3-O-glukuronid
odnosno kvercetin-3-O-glukozid (Tablica 4.26). Pri niskim pH-vrijednostima u uvjetima
poviSene temperature dolazi do deglikozilacije flavonol-3-O-glikozida, a pri ¢emu nastaju
odgovaraju¢i aglikon i1 Sec¢er. Nakon provedene inkubacije ekstrakata pri 60 °C 1 80 °C u
dobivenim kromatogramima opazena je prisutnost aglikona, a ¢iji se maseni udio povecavao s
poviSenjem temperature i trajanjem zagrijavanja. Opazeno je gotovo linearno povecanje
masenog udjela odgovarajuceg aglikona sa smanjenjem masenog udjela pripadnog flavonol-
3-O-glikozida. Ovoj tezi u prilog ide opaZanje da su korelacije izmedu masenih udjela
odgovarajucih flavonol-3-O-glikozida i nastalih aglikona odredene u rasponu od —0,9418 do
—-0,9863 za  par  kemferol-3-O-glukuronid/kemferol odnosno kvercetin-3-O-

glikozide/kvercetin (Dodatak Slika 7.3).
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Temperatura 1 vrijeme zagrijavanja uvelike utjecu na stabilnost flavan-3-ola
(Slika 4.27). Najveca stabilnost ove skupine spojeva opaZena je tijekom zagrijavanja
ekstrakata pri 40 °C. U tim uzorcima nije opazeno smanjenje masenog udjela pojedinih
flavan-3-ola (Tablica 4.24). Temeljem rezultata dobivenih u ekstraktima zagrijavanim pri
viS§im temperaturama (60 °C i1 80 °C), flavan-3-oli se mogu podijeliti u dvije skupine. U prvu

skupinu su ukljuceni oni spojevi €iji se maseni udio tijekom zagrijavanja smanjuje, dok su u
drugu ukljuceni oni ¢iji se maseni udio povecava. Galokatehin te procijanidini B1 1 B2
pripadaju prvoj skupini, dok katehin 1 epikatehin pripadaju drugoj. Maseni udio
epigalokatehina tijekom zagrijavanja pri 60 °C u periodu od 15 min povecava se na 107,69 %
pocetnog masenog udjela, da bi se potom daljnjim zagrijavanjem polako smanjivao i nakon
4 h dosegao 92,33 % pocetnog masenog udjela. Tijekom inkubacije pri 80 °C u ¢itavom
vremenskom periodu opazeno je smanjivanje masenog udjela ovoga spoja. Nakon 15 min,
30 min, 1 h, 2 h, 3 h i 4 h maseni udio epigalokatehina smanjio se na 94,52 %, 96,45 %,
95,18 %, 76,73 %, 67,26 % odnosno 65,90 % pocetnog masenog udjela (Tablica 4.26).
Smanjenje masenog udjela galokatehina i procijanidina B1 izraZenije je pri 80 °C, a nakon 4 h
zagrijavanja dolazi do smanjenja masenog udjela ovih spojeva na 92,61 % odnosno 65,90 %
pocetnog masenog udjela. Galokatehin 1 epigalokatehin dva su epimera iste molekulske
formule. Poznato je su epi-strukture u odnosu na neepi-strukture znacajno stabilnije te da pri
vi§im temperaturama dolazi do epimerizacije epi-strukture u neepi-strukturu®'®*'” gime se
moze objasniti zna¢ajno manje smanjenje masenog udjela galokatehina (7,39 %) u odnosu na
epigalokatehin (34,10 %). Nakon zagrijavanja u trajanju od 15 min pri 60 °C i 80 °C opazeno
je znacajno povecanje masenog udjela katehina i epikatehina. Dodatno zagrijavanje dovodi do
jo$ znacajnijeg porasta masenog udjela ovih spojeva, pri obje temperature. Nakon 4 h
zagrijavanja katehin doseze 140,08 % 1 157,30 % pocetnog masenog udjela pri 60 °C
odnosno 80 °C. Povecanje masenog udjela epikatehina pri istim temperaturama u istom
vremenskom periodu nesto je manje (115,05 % pri 60 °C 1 130,05 % pri 80 °C). Povecanje
masenih udjela katehina 1 epikatehina moze biti posljedica hidrolize terminalnih jedinica
tanina sadrzanih u ekstraktima kozica bobica grozda kao i razgradnje procijanidina B1 1 B2.
Tanini kozica grozda izgradeni su od monomernih oblika flavan-3-ola medusobno povezanih
intraflavanskim vezama. Epikatehin i katehin naj¢esce su terminalne jedinice tanina kozica
bobica grozda.** S obzirom da ne postoje steritke smetnje, tijekom hidrolize tanina prvo
dolazi do cijepanja terminalnih jedinica, a tijekom duljeg =zagrijavanja pri viSim

temperaturama dolazi do obilnijeg cijepanja tanina i otpustanja terminalnih jedinica.
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4.3.1.2. Ostale skupine spojeva
Ovisnosti masenih udjela pojedinih hidroksicimetnih kiselina o temperaturi i vremenu
inkubacije prikazane su na slici 4.28. Statisticki znacajne promjene u masenim udjelima
prilikom zagrijavanja ekstrakata pri 40 °C nisu opazene (Tablica 4.27). Kaftarinska kiselina je
tartaratni ester kafeinske kiseline, dok je kutarinska kiselina tartaratni ester kumarinske
kiseline. Pri temperaturama zagrijavanja od 60 °C i1 80 °C dolazi do znacajnog smanjenja
masenih udjela kaftarinske 1 kutarinske kiseline, ali i do povec¢anja masenih udjela kafeinske i
kumarinske kiseline, a Sto je znacajnije izrazeno pri 80 °C. Dobiveni se rezultati mogu
objasniti hidrolizom odgovarajucih estera. Koeficijenti korelacije odredeni pri 60 °C i 80 °C
za par kaftarinska/kafeinska kiselina iznose —0,9863 odnosno -0,9934, a =za par
kutarinska/kumarinska kiselina —0,9753 odnosno —0,9862, a $to ide u prilog tezi da dolazi do
hidrolize kaftarinske i1 kutarinske kiseline uz nastajanje kafeinske odnosno kumarinske
kiseline i tartaratnog aniona. Nakon 4 h zagrijavanja pri 60 °C maseni udio fertarinske i
sinapinske kiseline smanjio se na 79,34 % odnosno 52,06 % pocetnog masenog udjela
(Tablica 4.28). Smanjenje masenih udjela ovih kiselina znacajnije je pri 80 °C. Nakon 4 h
inkubacije preostaje 57,88 % 1 25,05 % pocetnog masenog udjela fertarinske i sinapinske
kiseline (Tablica 4.29).

Prilikom zagrijavanja ekstrakata kozica bobica grozda pri temperaturama od 60 °C i
80 °C dolazi do znacajnog povecanja masenih udjela galne i prokatehinske kiseline (Slika
4.29). Veliko povecanje masenog udjela prokatehinske kiseline posljedica je termicke
razgradnje cijanidin-3-O-glukozida. U prilog ovoj tezi idu veliki koeficijenti korelacije
odredeni pri obje temperature s vrijednostima od —0,9889 odnosno —0,9967 (Dodatak Slika
7.4). Povecanje masenog udjela galne kiseline moZe biti posljedica hidrolize galotanina i
galoiliranih oblika flavan-3-ola, ali i termicke razgradnje delfinidin-3-O-glukozida.

Stilben, trans-resveratrol-3-O-glukozid ima vrlo veliku termic¢ku stabilnost (Slika
4.29). Pri temperaturi od 40 °C tijekom ¢itavog perioda zagrijavanja nije opazena statisticki
znacajna promjena masenog udjela ovoga spoja. U ekstraktima zagrijavanim pri 60 °C i 80 °C
u trajanju od 4 h preostalo je 94,68 % odnosno 91,38 % pocetnog masenog udjela ovog

stilbena.
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Tablica 4.27. Ovisnost masenog udjela pojedinih hidroksicimetnih i hidroksibenzojevih kiselina te stilbena o vremenu inkubacije odredena

pri 40 °C
Spoj w/ mg kg™
0 min 15min 30 min 1h 2h 3h 4h
Kaftarinska kiselina 190,43+ 0,70 190,49+ 1,18  191,33*+0,50  190,50°+ 0,70  190,65" + 0,49 190,76+ 0,49  191,09* + 0,49
Kafeinska kiselina 26,94* + 0,60 27,24* + 0,59 26,76 + 0,55 26,94* + 0,55 26,84* + 0,55 27,04* + 0,61 26,87* + 0,60
p-Kutarinska kiselina 218,55+ 0,49  217,84°+ 0,49 21829+ 049  218,71°+ 0,49  217,82°+0,49  218,30°+0,90 217,42* + 0,49
p-Kumarinska kiselina 18,33* + 0,56 17,79* + 0,56 17,11* + 0,03 17,61* + 0,55 17,63* + 0,56 17,88 + 0,55 18,25* + 0,56
Fertarinska kiselina 28,40* + 0,55 28,68 + 0,62 28,417 + 0,57 29,21* + 0,55 29,14* + 0,62 28,85% + 0,56 28,70* + 0,56
Sinapinska kiselina 41,46" + 0,59 41,79* + 0,54 40,96" + 1,04 41,33 + 0,99 40,60* + 1,05 40,33" + 1,04 40,43" + 1,04
UKUPNE
HIDROKSICIMETNE 523,78+ 1,70  523,82°+2,86 522,87°+1,08 523,96+ 1,94 522,67 +1,72 524,15+ 1,14 522,76 + 1,13
KISELINE
Galna kiselina 39,73 + 0,54 39,77* + 0,54 40,32% + 0,54 41,16* + 0,61 40,84 + 0,62 41,01* + 0,95 41,20* + 0,56
Prokatehinska kiselina 143,09+ 0,50  142,56*+ 0,50  142,77°+ 0,50  143,21*+ 0,69  142,52* + 1,00 142,63+ 0,50 142,85+ 0,85

UKUPNE
HIDROKSIBENZOJEVE
KISELINE

trans-Resveratrol-3-O-
glukozid

182,82" + 1,04

144,28 + 0,50

182,33" + 1,04

143,65 + 0,50

183,09" + 1,04

143,65" + 0,50

184,37 + 1,30

143,61* + 0,50

183,35" + 0,70

143,79* + 0,50

183,65" + 1,35

144,14* + 0,69

184,39" + 0,36

144,44 + 0,50

Srednje vrijednosti oznacene razlic¢itim slovima u redu, ukazuju na statisticki znacajnu razliku u skladu s Tukey-evim testom (p<0,05)
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Tablica 4.28. Ovisnost masenog udjela pojedinih hidroksicimetnih i hidroksibenzojevih kiselina te stilbena o vremenu inkubacije odredena

pri 60 °C
Spoj w/ mg kg™’
0 min 15min 30 min 1h 2h 3h 4h
Kaftarinska kiselina 190,43* + 0,70  162,84°+ 0,50  158,82° + 0,50 148,62 + 0,50 135,73+ 0,50  124,64"+048 113,192 + 0,50
Kafeinska kiselina 26,94* + 0,60 33.42b + 0,55 37.41° + 0,55 50,36 + 0,55 59,06° + 0,54 84,39" + 0,54 99,058 + 0,54
p-Kutarinska kiselina 218,55"+ 0,49  209,23°+ 0,30  208,30°+ 1,50 202,64+ 0,49  200,64°+ 034  19516"+049 191,878 + 0,49
p-Kumarinska kiselina 18,33* + 0,56 28,60° + 0,56 29,00+ 0,56  30,53°+ 0,55 30,42° + 0,55 37,314+ 0,55 39,53+ 0,55
Fertarinska kiselina 28,40% + 0,55 29,84 + 0,55 29,53% + 0,55 29,59* + 0,55 29,84 + 0,55 25,32 + 0,55 22,53+ 0,55
Sinapinska kiselina 41,46+ 0,59 40,87" + 1,04 40,60° + 1,03 40,73* £ 0,55 40,96* + 0,99 19,70 + 0,55 20,41° + 0,55
UKUPNE
HIDROKSICIMETNE 523,78 £ 1,70  504,09" + 1,37 504,70 +2,22 503,47 +3,16 496,64+ 3,16  486,31°+3,16 487,58 + 3,16
KISELINE
Galna kiselina 39,73 + 0,54 40,03" + 0,54 42,80° + 0,54 46,87° + 0,54 52,19 + 0,54 55,13+ 0,54 58,20" + 0,54

Prokatehinska kiselina
UKUPNE
HIDROKSIBENZOJEVE
KISELINE

trans-Resveratrol-3-O-
glukozid

143,09" £ 0,50

182,82" + 1,04

144,28 + 0,50

145,05° + 0,17

185,08" + 0,49

143,22" + 0,50

156,36° + 0,50

199,17" + 1,04

143,90* + 1,00

161,92% + 0,50

209,19° + 1,09

144,33* + 0,50

186,80° + 0,49

238,99¢ + 1,02

143,17" + 0,50

219,50 + 0,49

274,64° + 1,01

137,74° + 0,51

221,395 + 0,49

279,59" + 1,01

136,61° + 0,51

Srednje vrijednosti oznac¢ene razli¢itim slovima u redu, ukazuju na statisti¢ki znac¢ajnu razliku u skladu s Tukey-evim testom (p<0,05)
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Tablica 4.29. Ovisnost masenog udjela pojedinih hidroksicimetnih i hidroksibenzojevih kiselina te stilbena o vremenu inkubacije odredena

pri 80 °C
Spoj w/ mg kg™
0 min 15min 30 min 1h 2h 3h 4h
Kaftarinska kiselina 190,43* + 0,70  162,24°+ 0,50  153,75°+ 0,50  141,08°+0,50  123,97°+0,51  104,26"+ 0,52  98,89¢ + 0,52
Kafeinska kiselina 26,94 + 0,60 33,42° + 0,55 38,92° + 0,54 60,88 + 0,53 89,62° + 0,52 101,18+ 0,52 119,61¢ + 0,51
p-Kutarinska kiselina 218,55+ 0,49 20772+ 049  206,02°+ 049  200,74°+ 0,49  191,79°+ 049  185,07"+ 0,49 183,362 + 0,50
p-Kumarinska kiselina 18,33% + 0,56 34,27° + 0,56 35,11° + 0,56 46,64° + 0,55 52,96% + 0,55 64,12° + 0,54 65,89 + 0,54
Fertarinska kiselina 28,40" + 0,55 26,99 + 0,55 24,11° + 0,55 20,53° + 0,55 19,72%% + 0,55 18,38 + 0,56 16,44° + 0,56
Sinapinska kiselina 41,46 + 0,59 25,62° + 0,55 23,57°+ 0,55 21,04 + 0,55 14,81° + 0,56 13,37° + 0,56 10,307 + 0,56
UKUPNE
HIDROKSICIMETNE 523,78°+ 1,70  490,27" + 3,16 481,49 + 3,16 490,91" + 3,16  492,86" + 3,16  486,37"° +3,16 494,48+ 3,16
KISELINE
Galna kiselina 39,73 + 0,54 46,94° + 0,54 51,22° + 0,54 67,00¢ + 0,53 85,58° + 0,52 97,73" + 0,52 102,928 + 0,52
Prokatehinska kiselina 143,09 + 0,50 164,62+ 0,50  209,29°+ 0,49  298,20%+ 0,49  427,09°+0,53  483,68"+0,56 555,14 + 0,61

UKUPNE
HIDROKSIBENZOJEVE
KISELINE

trans-Resveratrol-3-O-
glukozid

182,827 + 1,04

144,28 + 0,50

211,55 + 1,03

140,87° + 0,50

260,51° + 1,02

139,47°¢ + 0,51

365,20 + 0,99

139,36° + 0,51

512,67° £ 0,98

138,78+ 0,51

581,417 + 0,99

135,524 + 0,51

658,058 1,00

131,82° + 0,51

Srednje vrijednosti oznacene razli¢itim slovima u redu, ukazuju na statisti¢ki znacajnu razliku u skladu s Tukey-evim testom (p<0,05)
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Slika 4.29. Ovisnost masenog udjela hidroksibenzojevih kiselina i stilbena o vremenu i temperaturi
inkubacije

4.3.2. Utjecaj termosoniciranja na stabilnost fenola u ekstraktima kozZica bobica grozda

Ekstrakti koZica bobica grozda zagrijavani su pri temperaturama od 50 °C, 60 °C i 70 °C uz
primjenu ultrazvuka frekvencije 35 kHz u vremenskom periodu od 5 min do 90 min. Maseni
udjeli pojedinih antocijanina, flavonola, flavan-3-ola, hidroksicimetnih i hidroksibenzojevih
kiselina te stilbena odredeni su po zavrSetku zagrijavanja primjenom metode HPLC i

prikazani su u tablicama 4.30 do 4.35.
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Tablica 4.30. Ovisnost masenog udjela pojedinih flavonoida o vremenu inkubacije odredena pri 50 °C uz primjenu ultrazvuka

. w/ mg kg_1
Spoj . . . . . . .
0 min Smin 15 min 30 min 45 min 60 min 90 min
Delfinidin-3,5-O-diglukozid 931,37% + 0,79 931,35 + 1,16 912,58 + 1,06 899,51°+ 1,12 894,64% + 1,11 884,88° + 1,09 850,88 + 1,03
Cijanidin-3,5-O-diglukozid 824,60° + 0,71 824.41° + 1,05 818,66° + 0,58 812,12° + 0,93 806,36 + 1,47 776,57° + 0,90 748,20" + 0,85

Delfinidin-3-O-glukozid
Peonidin-3,5-O-diglukozid
Malvidin-3,5-O-diglukozid

Cijanidin-3-O-glukozid

Peonidin-3-0-glukozid
Malvidin -3-O-glukozid
UKUPNI ANTOCIJANINI
Miricetin-3-O-glukozid
Rutin
Kvercetin-3-O-glukuronid

Kvercetin-3-0-glukozid
Kemferol-3-O-glukuronid

UKUPNI FLAVONOLI

Galokatehin
Procijanidin B1
Epigalokatehin

Katehin
Procijanidin B2
Epikatehin
UKUPNI FLAVAN-3-OLI

7213,56" + 1,22
1040,61° + 1,29
10456,47* + 1,45
1829,89" + 2,06
384,16" + 1,64
5944,25" + 2,56
28624,92" + 8,05
581,81° + 1,51
171,00* + 0,68
117,67* + 0,22
1765,68" + 1,20
35,86 + 0,41
2672,02" + 3,60
53,75+ 0,52
33,77 + 0,24
22,81° + 0,28
14,87 + 0,33
12,47 + 0,15
24,45 + 0,23
162,12 £ 0,18

7213,22% + 0,97
1040,44° + 0,62
10456,08" + 1,42
1829,49° + 2,15
384,23 + 1,26
5942,97*° + 2,90
28622,19" + 2,99
581,40" + 0,83
170,54* + 0,31
117,20* + 1,86
1765,47* + 1,10
35,46 + 0,06
2671,07" + 2,16
53,69° + 0,10
34,12° + 0,53
22,57* + 0,04
14,52* + 0,03
12,95 + 0,02
24,52° + 0,54
162,04 + 0,94

7213,06" + 1,04
1039,67* + 0,91
10403,32° + 3,34
1823,47*° + 2,28
384,37* + 1,30
5937,99° + 1,44
28533,12" + 5,38
578,26" + 1,05
170,80° + 0,39
113,37° + 0,21
1764,26" + 0,70
35,93% + 0,07
2662,63" + 2,36
53,58" + 0,49
33,93" + 0,06
22,83 + 0,04
16,92° + 0,03
13,22° + 0,02
24,37* + 0,54
164,85 + 0,71

7172,23° + 0,75
1036,55" + 1,31
10401,89° + 2,36
1820,03" + 1,42
384,00° + 1,57
5927,42° + 1,19
28453,76° + 3,75
578,31° + 1,05
171,09° + 0,39
113,70° + 0,21
1759,97° + 0,76
36,10 + 0,53
2659,17"° + 1,80
53,05 + 0,57
34,14 + 0,53
22,77* + 0,63
17,87° + 0,03
13,64° + 0,02
24,48 + 0,57
165,96" + 1,32

7129,37° + 0,70
1028,35° + 1,35
10292,16° + 3,16
1819,51° + 3,32
383,41% + 0,70
5906,57% + 1,82
28260,36" + 7,38
575,69 + 1,05
170,64* + 0,39
112,89° + 0,21
1759,83" + 0,76
35,54* + 0,53
2654,59° + 1,79
52,79 + 0,50
33,95+ 0,53
23,13* + 0,59
27,329+ 0,03
15,86° + 0,03
25,44* + 0,05
178,49° + 1,37

7007,56% + 1,42
1019,62% + 0,88
10210,74% + 3,25
1790,65° + 3,26
379,25 + 0,69
5833,28° + 1,21
27902,53° + 3,68
575,10° + 0,84
170,87* + 0,39
112,50° + 0,21
1759,96" + 0,67
35,69" + 0,57
2654,12° + 1,49
53,08" + 0,50
33,55 + 0,64
23,08 + 0,57
28,05+ 0,03
16,549 + 0,03
26,34° + 0,05
180,63° + 0,36

6783,35° + 1,30
995,46° + 0,65
9980,86° + 2,97
1733,69 + 3,16
368,37° + 0,67
5657,65" + 1,01
27118,45" + 9,31
570,73 + 1,04
170,20" + 0,31
112,63 + 0,21
1760,09° + 0,67
35,71 + 0,57
2649,37" + 2,37
52,86" + 0,67
33,77* + 0,53
22,77" + 0,62
29,62" + 0,04
17,42° + 0,03
27,74° + 0,05
184,18° + 0,93

Srednje vrijednosti oznacene razli¢itim slovima u redu, ukazuju na statisticki znacajnu razliku u skladu s Tukey-evim testom (p<0,05)
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Tablica 4.31. Ovisnost masenog udjela pojedinih flavonoida o vremenu inkubacije odredena pri 60 °C uz primjenu ultrazvuka

Spoj

w/ mg kg™

0 min

Smin

15 min

30 min

45 min

60 min

90 min

Delfinidin-3,5-O-diglukozid
Cijanidin-3,5-O-diglukozid
Delfinidin-3-O-glukozid
Peonidin-3,5-O-diglukozid
Malvidin-3,5-O-diglukozid
Cijanidin-3-0-glukozid
Peonidin-3-0-glukozid
Malvidin -3-O-glukozid
UKUPNI ANTOCIJANINI
Miricetin-3-O-glukozid
Rutin
Kvercetin-3-O-glukuronid
Kvercetin-3-0-glukozid
Kemferol-3-O-glukuronid
UKUPNI FLAVONOLI
Galokatehin
Procijanidin B1
Epigalokatehin
Katehin
Procijanidin B2
Epikatehin
UKUPNI FLAVAN-3-OLI

931,37* + 0,79
824,60° + 0,71
7213,56" + 1,22
1040,61* + 1,29
10456,47* + 1,45
1829,89" + 2,06
384,16° + 1,64
594425 + 2,56
28624,92" + 8,05
581,81% + 1,51
171,00° + 0,68
117,67* + 0,22
1765,68" + 1,20
35,86 + 0,41
2672,02" + 3,60
53,75 + 0,52
33,77 + 0,24
22,81% + 0,28
14,87* + 0,33
12,47 + 0,15
24,45 + 0,23
162,12° £ 0,18

792,63 + 1,44
613,58" + 1,12
6332,11° + 2,30
950,38" + 1,73
9817,34° + 2,67
1612,52° + 1,91
351,15° + 0,64
5464,19° + 1,59

25933,90" + 11,41

487,93 + 0,89
162,39° + 0,35
84,23+ 0,15
1544,90° + 2,82
32,20° + 0,06
2291,66" + 3,88
48,23° + 0,09
30,09° + 0,05
22,24" + 0,04
14,16" + 0,03
12,64 + 0,02
24,04* + 0,04
151,93 + 0,28

782,74° + 1,43
612,25 + 1,12
6273,31° + 2,22
943,12° + 1,72
9736,02° + 2,53
1598,61° + 1,88
346,35 + 0,63
5373,00° + 1,59

25665,40° + 10,93

487,70° + 0,75
152,47° + 0,41
81,36° + 0,15
1545,19° + 2,40
31,33+ 0,06
2288,05" + 2,42
48,55 + 0,09
29,65° + 0,05
21,26° + 0,04
17,28 + 0,03
14,43° + 0,02
24,91° + 0,05
156,08° + 0,28

767,50 + 1,40
608,78 + 1,11
5911,10° + 57,90
903,85 + 1,65
9417,93% + 56,41
1484,04" + 1,68
326,839 + 0,60
5063,48" + 3,29

24416,84° + 62,60

479,77° + 0,87
142,63 + 0,26
81,09°+ 0,15
1534,96° + 2,80
30,619 + 0,06
2269,06° + 3,30
48,23 + 0,09
29,05 + 0,05
20,14 + 0,04
18,559 + 0,03
15,41° + 0,02
25,59+ 0,05
156,96 + 0,28

756,32° + 1,38
598,574 + 1,09
5819,37' + 1,74
901,12% + 1,64
9287,70° + 1,73
1464,53° + 0,97
320,32° + 0,58
5026,38° + 3,27
24174,30° + 9,12
478,84° + 0,87
140,32° + 0,26
80,85° + 0,70
1527434 + 2,78
30,119+ 0,05
2259,88° + 4,33
48,52° + 0,09
28,39° + 0,05
19,80° + 0,04
27,73 + 0,03
16,85 + 0,02
26,32 + 0,05
167,60° + 0,28

684,15 + 1,25
578,31° + 1,05
5772,96" + 1,71
889,93° + 1,62
9250,01° + 1,66
1454,37" + 1,63
312,417+ 0,59
4998,53" + 1,50
23940,67" + 9,81
477,46° + 0,46
135,817+ 0,25
80,82¢ + 0,70
1523,43% + 2,78
30,414 + 0,06
2248,27° + 3,23
48,79° + 0,09
27,52" + 0,05
18,95" + 0,03
28,517+ 0,03
17,59° + 0,02
26,72° + 0,05
168,08 + 0,28

676,76% + 1,23
569,001 + 1,04
5219,84° + 1,00
840,82" + 1,53
8688,31" + 0,74
1342,69% + 1,92
301,69¢ + 0,55
4646,13% + 2,12
22285,24° + 4,72
466,84 + 0,85
130,998 + 0,24
77,69° + 0,14
1516,90° + 2,76
30,259 + 0,06
2222,66° + 4,23
47,24° + 0,09
25,728 + 0,05
18,172 + 0,03
28,54" + 0,03
18,36" + 0,02
27,06" + 0,05
165,08" + 0,28

Srednje vrijednosti oznacene razli¢itim slovima u redu, ukazuju na statisti¢ki znac¢ajnu razliku u skladu s Tukey-evim testom (p<0,05)
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Tablica 4.32. Ovisnost masenog udjela pojedinih flavonoida o vremenu inkubacije odredena pri 70 °C uz primjenu ultrazvuka

. w/ mg kg_1
Spoj . . . . . . .
0 min Smin 15 min 30 min 45 min 60 min 90 min
Delfinidin-3,5-O-diglukozid ~ 931,37* + 0,79 790,47° + 0,08 777,25 + 1,43 740,83° + 0,41 734,77° + 1,34 662,84% + 1,32 648,63 + 24,25
Cijanidin-3,5-O-diglukozid ~ 824,60" + 0,71 565,39° + 1,03 559,63 + 1,02 540,639 + 0,51 534,74° + 0,97 520,77" + 0,95 516,63% + 0,94

Delfinidin-3-O-glukozid
Peonidin-3,5-0O-diglukozid
Malvidin-3,5-O-diglukozid

Cijanidin-3-0-glukozid

Peonidin-3-0-glukozid
Malvidin -3-O-glukozid
UKUPNI ANTOCIJANINI
Miricetin-3-O-glukozid
Rutin
Kvercetin-3-O-glukuronidi

Kvercetin-3-0-glukozid

Kemferol-3-O-glukuronidi
UKUPNI FLAVONOLI
Galokatehin
Procijanidin B1
Epigalokatehin
Katehin
Procijanidin B2
Epikatehin
UKUPNI FLAVAN-3-OLI

7213,56" + 1,22
1040,61* + 1,29
10456,47" + 1,45
1829,89" + 2,06
384,16" + 1,64
5944,25" + 2,56
28624,92" + 8,05
581,81" + 1,51
171,00" + 0,68
117,67" + 0,22
1765,68" + 1,20
35,86" + 0,41
2672,02" + 3,60
53,75 £ 0,52
33,77° £ 0,24
22,81 £ 0,28
14,87" + 0,33
12,47° £ 0,15
24,45+ 0,23
162,12° £ 0,18

6155,38° + 2,08
931,64° + 1,70
9616,89° + 1,27
1562,89" + 2,85
339,80 + 0,62
528918 + 1,60
25262,99" + 9,64
483,45° + 0,88
157,54 + 0,25
79,19° + 0,14
1543,68" + 2,81
31,13 + 0,06
2277,99" + 4,38
47,45° + 0,09
29,94° + 0,05
21,23° + 0,04
1531** + 0,56
13,94° + 0,03
24,55 + 0,04
152,42 + 0,27

6060,42° + 1,06
920,91° + 1,16
9506,69° + 2,12
1550,31° + 1,36
335,67° + 0,61
5210,55° + 1,40
24931,42° + 7,88
481,25 + 0,88
145,54° + 0,25
78,46° + 0,14
1542,95" + 1,30
30,58" + 0,06
2271,78" + 1,67
47,14° + 0,09
29,45° + 0,05
20,81° + 0,04
16,00*" + 0,03
15,86° + 0,03
24,90° + 0,05
154,15° + 0,28

5834,34 + 1,04
901,29 + 7,34
9305,94 + 1,78
1488,68° + 25,74
314,61° + 0,61
5003,45% + 1,65
24501,77¢ + 8,72
475,82° + 0,87
134,52 + 2,09
77,114+ 0,14
1531,55° + 2,79
29,19° + 0,06
2249,52° + 4,31
4727° +0,51
28,79°¢ + 0,05
19,29¢ + 0,04
16,53° + 1,18
16,599 + 0,02

25,84° + 0,05
154,30° £+ 0,90

5721,07° 2,25
883,99° + 0,62
9136,76° + 1,47
1452,79 + 2,65
308,80% + 0,58
4926,52° + 1,89

23727,45¢ + 11,32

472,24 + 0,86
130,40° + 0,24
76,84% + 0,14
1521,44% + 2,77
29,48° + 0,06
2233,39% + 4,28
4727° + 0,50
27,13%4 + 0,05
18,83+ 0,04
30,95° + 0,06
17,20° + 0,02
26,579 + 0,05
168,28 + 0,28

5686,91" + 1,66
868,29 + 1,12
8990,49" + 1,22
1438,76 + 1,60
303,259 + 4,86
4721,96" + 2,03
23288,61" + 6,75
470,13 + 0,86
127,357+ 0,23
76,44° + 0,14
1514,19° + 2,76
29,20° + 0,05
2217,30° + 4,24
46,12° + 0,09
26,18%¢ + 0,05
17,63" + 0,04
32,17° + 0,06
18,90" + 0,02
29,57+ 0,05
170,56™ + 0,28

5169,70¢ + 1,65
828,088 + 1,53
8564,308 + 0,59
1321,75° + 1,39
296,69° + 0,54
4359,79¢ + 3,28
21742,24° + 8,14
460,09° + 0,84
117,478 + 0,21
71,84"+ 0,13
1506,43" + 2,75
28,214 + 0,05
2184,05" + 4,15
46,18° + 0,08
25,15°+ 1,78
16,178 + 0,03
34,00 + 0,06
19,032 + 0,02
32,68 + 0,06
172,17° + 0,28

Srednje vrijednosti oznacene razlic¢itim slovima u redu, ukazuju na statisticki znacajnu razliku u skladu s Tukey-evim testom (p<0,05)
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4.3.2.1. Flavonoidi

Vrijeme 1 temperatura inkubacije imaju znacajan u€inak na masene udjele svih ispitanih
antocijanina (Slika 4.30). U prvih 15 min inkubacije pri 50 °C smanjenje masenih udjela
antocijanina je najmanje te je ono u rasponu od 0 % pa do 2,02 % za peonidin-3-O-glukozid
odnosno delfinidin-3,5-O-diglukozid. Dodatnim termosoniciranjem dolazi do daljnjeg
smanjenja masenih udjela ovih spojeva da bi nakon 90 min maseni udio delfinidin-3,5-O-
diglukozida, cijanidin-3,5-O-diglukozida,  delfinidin-3-O-glukozida, = peonidin-3,5-O-
diglukozida, malvidin-3,5-O-diglukozida, cijanidin-3-O-glukozida, peonidin-3-O-glukozida i
malvidin-3-O-glukozida dosegao 91,36 %, 90,70 %, 94,04 %, 95,66 %, 95,45 %, 94,74 %,
95,89 % odnosno 95,18 % pocetnog masenog udjela (Tablica 4.30). Zagrijavanje pri
temperaturi od 60 °C uz primjenu ultrazvuka dovodi do znacajnog smanjenja masenog udjela
ove skupine spojeva. Do najizraZenijeg smanjenja masenog udjela svih ispitanih antocijanina
dolazi u prvih 5 min inkubacije te ono iznosi 15,96 %, 25,75 %, 13,03 %, 9,37 %, 6,89 %,
12,64 %, 9,84 % te 9,61 % u slucaju delfinidin-3,5-O-diglukozida, cijanidin-3,5-O-
diglukozida, delfinidin-3-O-glukozida,  peonidin-3,5-O-diglukozida, = malvidin-3,5-O-
diglukozida, cijanidin-3-O-glukozida, peonidin-3-O-glukozida odnosno malvidin-3-O-
glukozida. Dodatno termosoniciranje uzrokuje daljnju razgradnju antocijanina (Tablica 4.31).
PoviSenjem temperature s 60 °C na 70 °C dolazi do neSto vece razgradnje antocijanina, ali
opazeno povecanje razgradnje nije toliko izrazeno kao u slucaju poviSenja temperature s
50 °C na 60 °C (Slika 4.30). Razgradnja antocijanina do koje dolazi djelovanjem ultrazvuka
posljedica je ekstremnih fizikalnih uvjeta prisutnih unutar kavitacijskih mjehuri¢a tijekom
njihove implozije. Razgradnja antocijanina moze biti posljedica sonolize vode jer kavitacije
poti¢u nastanak hidroksilnih radikala. Nastanak ovih radikala smanjuje se s poviSenjem
temperature te je on znacajno vecée pri temperaturi od 60 °C nego je to slucaj pri temperaturi
od 70 °C, sto ukazuje da s poviSenjem temperature dolazi do smanjenja broja implozija
kavitacijskih mjehuri¢a uslijed ublazavajuéeg uéinka para unutar mjehurica. Poveéanje tlaka
para unutar mjehuri¢a uzrokuje smanjenje intenziteta kavitacija pa je time 1 djelovanje
ultrazvuka pri viSim temperaturama manje izrazeno. Hidroksilni radikali i/ili vodikov
peroksid mogu biti ukljuceni u razgradnju antocijanina tako Sto poti€u otvaranje prstenova i
nastanak calkona. Daljnji tijek ovih reakcija istovjetan je onome do kojeg dolazi pri

poviSenim temperaturama, ali bez primjene ultrazvuka,'”8218
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Slika 4.30. Ovisnost masenog udjela antocijanina o vremenu i temperaturi inkubacije uz primjenu
ultrazvuka
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U prvih 15 min inkubacije pri 50 °C uz primjenu ultrazvuka nije opazeno statisticki
znaCajno smanjenje masenog udjela kod gotovo svih ispitanih flavonola (Tablica 4.30).
Nakon 90 min inkubacije u slu¢aju svih ispitanih spojeva preostalo je vise od 95 % njihovog
pocetnog masenog udjela. Tijekom zagrijavanja pri 60 °C uz primijenjen ultrazvuk nakon
prvih 5 min inkubacije opaZeno je znaCajno smanjenje masenih udjela miricetin-3-O-
glukozida, rutina, kvercetin-3-O-glukuronida, kvercetin-3-O-glukozida i kemferol-3-O-
glukuronida (Slika 4.31). Daljnjom inkubacijom dolazi do daljnjeg postupnog smanjenja
masenog udjela da bi nakon 90 min dosegao 80,24 %, 76,60 %, 66,02 %, 85,91 % te 84,96 %
poCetnog masenog udjela za miricetin-3-O-glukozid, rutin, kvercetin-3-O-glukuronid,
kvercetin-3-O-glukozid odnosno kemferol-3-O-glukuronid (Tablica 4.31). Kao i u slucaju
antocijanina, povisenje temperature s 60 °C na 70 °C ne dovodi do toliko velikog smanjenja
masenih udjela ove skupine spojeva kao $to je to slucaj prilikom povisenja temperature s
50 °C na 60 °C. Opazena je statistiCki znacajna negativna korelacija izmedu smanjenja
masenih udjela odgovarajucih flavonol-3-O-glikozida i povecanja masenih udjela pripadnih
aglikona (Dodatak Slika 7.5), pa se moze zakljuciti da tijekom termosoniciranja u kiselim
uvjetima dolazi do razgradnje flavonol-3-O-glikozida na odgovarajuéi aglikon 1 Secer.
Odredeni koeficijenti korelacije za pojedine parove veci su pri temperaturi od 70 °C u odnosu
na one odredene pri 60 °C. Produkti sonolize vode, hidroksilni radikali i vodikov peroksid

mogu dovesti do oksidacije aglikona flavonola.*'***°

Nastanak ovih radikala znacajno je veci
pri temperaturi od 60 °C u usporedbi s onime pri 70 °C, a §to moZe objasniti dobivene razlike

u koeficijentima korelacije pri danim temperaturama.
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Tijekom Ccitavog perioda inkubacije pri 50 °C ne dolazi do statisticki znacajne
promjene u masenim udjelima galokatehina, epigalokatehina te procijanidina B1. U prvih
5 min inkubacije maseni udjeli katehina, epikatehina i1 procijanidina B2 stalni su, dok
daljnjom inkubacijom dolazi do znacajnog porast masenih udjela ovih spojeva, a da bi nakon
90 min inkubacije on iznosio 199,19 %, 139,70 % odnosno 113,46 % pocetnog masenog
udjela (Tablica 4.30). Pri viS§im temperaturama inkubacije dolazi do znadajnog smanjenja
masenih udjela galokatehina, epigalokatehina te procijanidina B1 te do znacajnog povecanja
masenih udjela katehina, epikatehina i procijanidina B2 (Slika 4.32). Povecanje masenog
udjela procijanidina B2, katehina i epikatehina posebno je izrazeno pri 70 °C. Tijekom
termosoniciranja u kiselim uvjetima dolazi do hidrolize tanina koZica bobica grozda pa time i
do povecanja masenog udjela pojedinih monomernih sastavnica tanina. Pove¢anje masenog
udjela katehina znacajno je veée od onoga epikatehina. Takvo opazanje moze biti posljedica
vece zastupljenosti katehina kao terminalne jedinice tanina, ali i reakcije epimerizacije pri
¢emu dolazi do prevodenja epikatehina u katehin. Najmanje povecanje masenih udjela
katehina 1 epikatehina opazeno je pri 60 °C. Pri ovoj temperaturi vrlo je izraZena sonoliza
voda, a produkti ove reakcije mogu reagirati s katehinom i epikatehinom, pri ¢emu mogu
nastati razli¢iti dimeri.”*'*** Smanjenje masenih udjela galokatehina i epigalokatehina ovisi o
temperaturi 1 vremenu zagrijavanje, a ono je najvece pri temperaturi od 70 °C nakon 90 min
inkubacije (Tablica 4.32). Pri navedenoj temperaturi i vremenskom periodu preostalo je
85,91 % galokatehina 1 70,88 % epigalokatehina. Manje smanjenje masenog udjela
galokatehina u odnosu na njegov epi-oblik posljedica je znafajno vece stabilnosti neepi-
oblika te procesa epimerizacije epigalokatehina u galokatehin do koje dolazi pri viSim

temperaturama.
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4.3.2.2. Ostale skupine spojeva
Ovisnost masenih udjela pojedinih hidroksicimetnih 1 hidroksibenzojevih kiselina te stilbena
trans-resveratrol-3-O-glukozida prikazani su u tablicama 4.33 do 4.36.

Zagrijavanjem ekstrakata kozica bobica grozda pri 50 °C uz istovremenu primjenu
ultrazvuka dolazi do znacajnih promjene u masenim udjelima pojedinih hidroksicimetnih
kiselina (Tablica 4.33). Do najznacajnijih promjena dolazi u slucaju kaftarinske, kutarinske i
sinapinske kiseline ¢iji se maseni udjeli smanjuju te u slucaju kafeinske 1 kumarinske kiseline
¢ije se maseni udjeli povecavaju. PoviSenjem temperature s 50 °C na 60 °C opaZene su
izrazito velike promjene u masenim udjelima pojedinih ispitanih kiselina iz ove skupine.
Dodatnim poviSenjem temperature na 70 °C dolazi do dodatnih promjena u masenim
udjelima, a koje nisu toliko izrazene kao prethodne (Slika 4.33). Kao 1 u slucaju zagrijavanja
bez primjene ultrazvuka, postoji povezanost izmedu smanjenja masenih udjela kaftarinske
kiseline i pove¢anja masenih udjela kafeinske kiseline te izmedu smanjenja masenih udjela
kutarinske kiseline 1 povecanja masenih udjela kumarinske kiseline. Koeficijenti korelacije
odredeni pri 60 °C 1 70 °C za par kaftarinska/kafeinska kiselina su —0,9910 odnosno —0,9620
dok su za par kutarinska/kumarinska kiselina —0,9882 odnosno —0,9780 S§to ukazuje da je
povecanje masenog udjela kafeinske i kumarinske kiseline posljedica hidrolize njihovih
tartaratnih estera tj. kaftarinske odnosno kutarinske kiseline (Dodatak Slika 7.6). Smanjenje
masenih udjela fertarinske i sinapinske kiseline najvece je u slu¢aju inkubacije provedene pri
70 °C u trajanju od 90 min. Po zavrSetku inkubacije u navedenim uvjetima preostalo je
61,07 % 1 58,06 % pocetnog masenog udjela fertarinske odnosno sinapinske kiseline (Tablica
4.35).

Povecanje masenih udjela galne 1 prokatehinske kiseline opaZeno je pri sve tri
temperature inkubacije (Slika 4.34). OpaZeno povecanje masenih udjela najvece je pri
temperaturi od 70 °C. Povecanje masenog udjela galne kiseline vjerojatno je posljedica
hidrolize galioiliranih oblika flavan-3-ola i galotanina do koje dolazi u kiselom mediju, ali i
razgradnje delfinidin-3-O-glukozida. Konac¢ni produkt razgradnje cijanidin-3-O-glukozida je
prokatehinska kiselina, Sto objaSnjava opaZeno povecanje njezinog masenog udjela tijekom
inkubacije. Navedenoj tezi u prilog idu i odredeni koeficijenti korelacije pri 60 °C 1 70 °C, a

koji iznose —0,9820 odnosno —0,9835 (Dodatak Slika 7.6).
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Tablica 4.33. Ovisnost masenog udjela pojedinih hidroksicimetnih i hidroksibenzojevih kiselina te stilbena o vremenu inkubacije odredena

pri 50 °C uz primjenu ultrazvuka

Spoj w/ mg kg™’
0 min Smin 15 min 30 min 45 min 60 min 90 min
Kaftarinska kiselina 180,32 + 0,72 17833*°+129 177.83°+0,83  176,71°°+ 0,62  174,62°+ 0,92 170,84+ 0,33 160,69° + 0,38
Kafeinska kiselina 23,26 + 1,00 25.84° + 0,05 26,03° + 0,05 26,81%+ 0,05  27,37°+ 0,05 29,06% + 0,05 37,67° + 0,07
p-Kutarinska kiselina 218,39*+ 0,27 21828+ 025  21833*+0,40  218,10*+ 0,40 218,18+ 0,40 218,41°+ 040 214,73 + 0,39
p-Kumarinska kiselina 17,90* + 0,11 17,71° + 0,03 17,10° + 0,03 17,97* + 0,03 17,24° + 0,03 17,19° + 0,03 17,20° + 0,03
Fertarinska kiselina 30,29 + 0,23 30,34 + 0,06 29,94 + 0,05 30,53% + 0,06 30,64 + 0,52 30,35" + 0,06 28,59° + 0,09
Sinapinska kiselina 34,50* + 0,63 34,42* + 0,06 34,23* + 0,06 33,81* + 0,07 33,22** + 0,57 32,27° + 0,63 30,54° + 0,64
UKUPNE
HIDROKSICIMETNE 504,64 +2,45  504,92°+1,42 50345 +0,83 503,93+ 1,01 501,26 +0,59 498,13"+ 1,43  489,46° + 0,50
KISELINE
Galna kiselina 40,50 + 0,11 40,39 + 0,07 40,69" + 0,07 40,72* + 0,07 41,98° + 0,08 43,33+ 0,08 46,419 + 0,08
Prokatehinska kiselina 14433 + 1,65  143,66"+ 0,26 149,14+ 027 153,48+ 028  15545°+028  156,45°+0,28 159,83+ 0,29
UKUPNE
HIDROKSIBENZOJEVE  184,83"+1,76  184,05°+0,34  189,83°+ 0,35  194,19°+ 0,35 196,59+ 0,36 198,78+ 0,36  206,24" + 0,38
KISELINE
”"”S‘Rglsuvlfgza‘“'o' 14341°+ 079 143,08 +026  14324°+ 041  143,11°+091  14276°+096 14275+ 074 142,54 + 026

Srednje vrijednosti oznacene razli¢itim slovima u redu, ukazuju na statisticki znacajnu razliku u skladu s Tukey-evim testom (p<0,05)

187



Tablica 4.34. Ovisnost masenog udjela pojedinih hidroksicimetnih i hidroksibenzojevih kiselina te stilbena o vremenu inkubacije odredena

pri 60 °C uz primjenu ultrazvuka

Spoj w/ mg kg™’
0 min Smin 15 min 30 min 45 min 60 min 90 min
Kaftarinska kiselina 180,32* + 0,72 169,84° + 0,31 164,80° + 0,30  161,14°+ 0,29  150,69° + 0,29 149,56° + 0,29  143,84% + 0,26
Kafeinska kiselina 23,26 + 1,00 29.83° + 0,04 34,42° + 0,04 37,12 + 0,05 41,08° + 0,06 43.29" + 0,06 46,26% + 0,07
p-Kutarinska kiselina 218,39°+ 0,27 20523+ 0,64  203,91°°+0,89 202,51%°+ 0,26 201,35+ 0,37  200,26°+ 0,36 196,33+ 0,36
p-Kumarinska kiselina 17,90* + 0,11 17,56 + 0,66 17,20* + 0,03 18,24 + 0,03 19,63° + 0,03 20,52° + 0,04 22,879 + 0,04
Fertarinska kiselina 30,29% + 0,23 30,22% + 0,05 30,12° + 0,05 30,41% + 0,06 29,41° + 0,05 25,58°+ 0,05 20,36 + 0,04
Sinapinska kiselina 34,50 + 0,63 27,19° + 0,05 25,27°+ 0,05 25,28°+ 0,05 24,114+ 0,04 24,64° + 0,54 21,71° + 0,04
UKUPNE
HIDROKSICIMETNE 504,64 +2,45  480,23" + 021  475,71°+ 0,73  474,70°+ 0,37  466,27° + 0,86 463,85+ 0,37  451,36° + 0,80
KISELINE
Galna kiselina 40,50* + 0,11 40,68 + 0,51 41,37° + 0,08 42,15° + 0,08 46,379 + 0,08 47,11° + 0,09 51,60" + 0,09
Prokatehinska kiselina 14433+ 1,65 144,45+ 0,25 145,42 + 0,27 162,32° + 0,30 173,76° + 0,32 180,09 + 0,46 198,12° + 0,36
UKUPNE
HIDROKSIBENZOJEVE  184,83"+1,76  185,13*+0,30 186,79 + 0,34  204,48° + 0,37 220,12+ 0,40  227,17°+ 0,41  249,71° + 0,46
KISELINE
”"”S‘Rgelsuvlfgza‘“‘3'0' 14341°+0,79  133,65"+0,37 133,58 +0,36  133,59"+0,36  133,64°+024 133,73+ 024 132,19+ 0,24

Srednje vrijednosti oznacene razlic¢itim slovima u redu, ukazuju na statisticki znacajnu razliku u skladu s Tukey-evim testom (p<0,05)
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Tablica 4.35. Ovisnost masenog udjela pojedinih hidroksicimetnih i hidroksibenzojevih kiselina te stilbena o vremenu inkubacije odredena

pri 70 °C uz primjenu ultrazvuka

Spoj w/ mg kg™’
0 min Smin 15 min 30 min 45 min 60 min 90 min
Kaftarinska kiselina 180,32 + 0,72 163,58°+ 030  161,65*°+ 0,29 159,98+ 0,29 150,49+ 0,33 141,909+ 0,28  131,16°+ 0,28
Kafeinska kiselina 23,26 + 1,00 34,54 + 0,04 37,65 + 0,54 41,98 + 0,06 44.33° + 0,06 48,09" + 0,07 58,762 + 0,07
p-Kutarinska kiselina 218,39+ 0,27  203,60°+ 0,37 202,72+ 0,37  200,66°+ 0,37  198,29°+0,36 195327+ 036 194,837+ 0,36
p-Kumarinska kiselina 17,90° + 0,11 18,09* + 0,03 18,76° + 0,03 19,64° + 0,04 20,48 + 0,04 22,73+ 0,58 23,77" + 0,04
Fertarinska kiselina 30,29 + 0,23 31,63 + 2,37 30,32 + 0,06 30,00% + 0,05 28,44 + 0,05 19,44° + 0,04 18,50" + 0,03
Sinapinska kiselina 34,50* + 0,63 26,42° + 0,05 24,24° + 0,05 22,87% + 0,04 21,88° + 0,04 20,77" + 0,04 20,03¢ + 0,04
UKUPNE
HIDROKSICIMETNE 504,64 + 2,45 476,52+ 0,85 47534 +0,37 475,12°+ 0,85  463,90°+ 0,36  447,58°+ 0,81 447,05 + 0,81
KISELINE
Galna kiselina 40,50* + 0,11 40,71* + 1,10 42,27° + 0,08 45,90° + 0,08 50,019 + 0,09 50,68¢ + 0,09 52,78+ 0,10
Prokatehinska kiselina 14433 + 1,65 146,32+ 026  153,19°+ 0,28 169,419+ 0,31  180,76° + 0,31 189,04"+ 0,34 209,608 + 0,35
UKUPNE
HIDROKSIBENZOJEVE  184,83"+1,76  187,03*+0,92  19547°+0,36  21530°+ 0,39  220,76°+ 0,40 239,72+ 0,44 262,38  + 0,44
KISELINE
”"”S‘Rgelsuvlfgza‘“‘3'0' 14341°+0,79  132,63°+ 0,24  131,50°+ 0,24 131,59+ 036 131,31+ 0,24  131,37°+ 0,24  129,62% + 0,24

Srednje vrijednosti oznacene razli¢itim slovima u redu, ukazuju na statisti¢ki znac¢ajnu razliku u skladu s Tukey-evim testom (p<0,05)
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Ovisnost masenog udjela trans-resveratrol-3-O-glukozida o temperaturi i vremenu
inkubacije prikazana je na slici 4.34. Tijekom inkubacije pri 50 °C ne dolazi do statisticki
znacajnih promjena masenog udjela ovoga spoja. Pri temperaturi od 60 °C tijekom prvih
5 min dolazi do naglog smanjenja masenog udjela trans-resveratrol-3-O-glukozida od 6,80 %.
Daljnjim zagrijavanjem pri ovoj temperaturi ne dolazi do znacajnih promjena u masenom
udjelu ovoga stilbena. Smanjenje masenog udjela trans-resveratrol-3-O-glukozida najvece je
pri temperaturi od 70 °C nakon inkubacije od 90 min, kada preostane 90,38 % njegovog
pocetnog masenog udjela (Tablica 4.35).
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Slika 4.34. Ovisnost masenog udjela hidroksibenzojevih kiselina i stilbena o vremenu i temperaturi
inkubacije uz primjenu ultrazvuka
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4.3.3. Utjecaj primjene ultrazvuka na termicku stabilnost fenola u ekstraktima kozZica
bobica grozda

Prilikom primjene ultrazvuka implozijom kavitacijskih mjehuri¢a nastaju ekstremni fizikalni
uvjeti u vidu visokih tlakova i temperatura, a §to dovodi do pojave nekolicine sonokemijskih
reakcija koje se mogu odvijati istovremeno ili zasebno od kojih je u vodenom mediju
najznacajnija sonoliza vode. Tijekom ove reakcije nastaju hidroksilni radikali i superoksidni
anioni koji mogu sudjelovati u razli¢itim reakcijama oksidacije fenolnih spojeva. Usporedbom
promjena masenih udjela ukupnih antocijanina, flavonola, flavan-3-ola, hidroksicimetnih i
hidroksibenzojevih kiselina te stilbena u ekstraktima podvrgnutim zagrijavanju pri 60 °C bez
primjene ultrazvuka s onima u ekstraktima zagrijavanim pri istoj temperaturi i istom
vremenskom periodu uz primjenu ultrazvuka moze se odrediti utjecaj ultrazvucnih valova
frekvencije 35 kHz na stabilnost fenola. Primjena ultrazvuka ima negativan ucinak na
stabilnost gotovo svih ispitanih spojeva. Vece povecanje masenog udjela hidroksibenzojevih
kiselina opazeno je u slucaju primjene ultrazvuka u odnosu na ono u uzorcima koji su
zagrijavani bez njegove primjene, a $to je povezano s manjom stabilnos¢u cijanidin-3-O-
glukozida 1 delfinidin-3-O-glukozida te vecom ucinkovitos¢u hidrolize galotanina i

galolilranih flavan-3-ola uz djelovanje ultrazvuka (Slika 4.35).
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Slika 4.35. Utjecaj primjene ultrazvuka na termi¢ku stabilnost fenola u ekstraktima koZica bobica
grozda
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5. ZAKLJUCCI
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U ovome radu proveden jer postupak optimiranja metode suSenje te pohrane uzoraka kozica

grozda. Isto tako provedeno je i optimiranje pet ekstrakcijskih metoda za dobivanje fenola iz

kozica bobica grozda. Pri provedbi istrazivanja provedena je analiza viSe od 500 uzoraka i na

temelju dobivenih rezultata mogu se izvesti slijedeci zakljuccei:

1.

Primijenjena metoda suSenja uzoraka ima znac¢ajan utjecaj na masene udjele pojedinih
ispitanih skupina fenola. Optimalna metoda suSenja velikim dijelom ovisi o prirodi
samog analita. Primjenom liofilizacije oCuvan je najveéi maseni udio antocijanina i
flavan-3-ola, dok je suSenjem u pecnici oCuvan najveci maseni udio flavonola,
hidroksicimetnih kiselina te stilbena. Uzimajuéi u obzir ukupni maseni udio svih
analiziranih fenola, liofilizacija je metoda susenja kojom je ocuvan najvec¢i njihov
sadrzaj. Razlike u masenim udjelima izmedu liofiliziranih uzoraka i onih susenih na
zraku nisu velike (manje su od 2 %) pa stoga suSenje na zraku moze biti dobra
zamjena za skup postupak liofilizacije.

Razli¢iti nacini zamrzavanja i odmrzavanja uzoraka znacajno utjeCu na konacne
masene udjele pojedinih fenolnih spojeva. Zamrzavanje uzoraka bobica grozda s
jastuCi¢em uz skidanje kozice s jo§ zamrznute bobice, kao na¢inom odmrzavanja, ima
pozitivan ucinak na masene udjele antocijanina i flavonola, dok nema utjecaja na one
flavan-3-ola. Zamrzavanje uzoraka bez obzira da li oni sadrze jastuci¢ ili ne te
primijenjena metoda odmrzavanja uzrokuju znacajno smanjenje masenog udjela
hidroksicimetnih i1 hidroksibenzojevih kiselina te stilbene pa je stoga ako je cilj analize
odredivanje sadrzaja ovih skupina spojeva uzorke potrebno analizirati neposredno
nakon berbe.

Optimiranjem metode SLE primjenom BBD odredeno je da je acetonitril
najucinkovitija organska faza u ekstrakcijskom otapalu kada je sadrzan u volumnom
udjelu od 20 %. Za dobivanje najvecih masenih udjela flavonoida ekstrakciju je
potrebno provesti u jednom koraku uz omjer mase uzorka i volumen ekstrakcijskog
otapala od 1:80 g mL™" pri temperaturi od 50 °C u trajanju od 1 h. S obzirom da
dobiveni ekstrakt sadrzi acetonitril on se ne moze koristiti u komercijalne svrhe pa je
stoga optimiranje metode SLE provedeno uz etanol kao organsku fazu pri ¢emu su
dobiveni slijede¢i optimalni uvjeti: volumen organske faze u ekstrakcijskom otapalu
od 20 %, temperatura ekstrakcije od 55 °C uz trajanje ekstrakcije od 1 h i omjer mase
uzorka i volumena ekstrakcijskog otapala od 1:80 g mL™". I u ovom slucaju ekstrakcija

je provedena u jednom koraku.
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. Box-Behnkenov dizajn koriSten je za potrebe optimiranja metode UAE, a pri tome je
utvrdeno da je ekstrakciju potrebno provesti u jednom koraku uz slijedece optimalne
uvjete: omjer mase uzorka i volumena ekstrakcijskog otapala od 1:80 g mL™',
acetonitril kao organsku fazu u ekstrakcijskom otapalu u volumnom udjelu od 25 %,
temperaturu ekstrakcije od 50 °C te trajanje ekstrakcije od 15 min. Pri optimiranju
metode ekstrakcije s primjenom u prehrambenoj, farmaceutskoj i kozmetickoj
industriji odredeno je da su optimalan omjer faza i broj ekstrakcijskih koraka istovjetni
kao 1 u prethodnoj metodi dok je kao organska faza u ekstrakcijskom otapalu koristen
etanol u volumnom udjelu od 20 %. Optimalno vrijeme i temperatura ekstrakcije su
15 min odnosno 70 °C.

. Za metodu MAE uporabom BBD odredeni su optimalni uvjeti ekstrakcije. Najveci
maseni udjeli flavonoida dobiveni su primjenom etanola kao organske faze u
ekstrakcijskom otapalu u volumnom udjelu od 60 %. Za postizanje najvece
ucinkovitosti, ekstrakciju je potrebno provesti u jednom koraku uz omjer mase uzorka
i volumena ekstrakcijskog otapala od 1:80 g mL™" u trajanju od 5 min pri 40 °C.
Odredeni su optimalni uvjeti metode EAE. Najveca ucinkovitost ekstrakcije
postignuta je primjenom enzimskog pripravka Lallzyme EX-V u masenom udjelu od
10,50 mg g . Ekstrakciju je potrebno provesti u puferu pH-vrijednosti 2,00 koji sadrzi
kalcijeve ione mnoZinske koncentracije 0,015 mol L™ pri temperaturi od 45 °C u
trajanju od 3 h.

. Prilikom postupka optimiranja metode MSPD s primjenom u znanstveno-istrazivacke
svrhe utvrdeno je da je fenilsilicijev dioksid najucinkovitija ¢vrsta faza kada je omjer
masa Cvrste faze i uzorka 3:1, dok je kao ekstrakcijsko otapalo najucinkovitije ono
koje sadrzi volumni udio acetonitrila od 50 %. Za postizanje najve¢ih masenih udjela
flavonoida u dobivenom ekstraktu, volumen eluacijskog otapala mora biti 10 mL.
Primjenom BBD provedeno je optimiranje metode MSPD s mogu¢nos¢u primjene u
komercijalne svrhe pri ¢emu su koriSteni etanol kao organska faza u ekstrakcijskom
otapalu 1 morski pijesak kao ¢vrsta faza. Utvrdeno je da je postupak potrebno provesti
s 10 mL eluacijskog otapala koje sadrzi volumni udio etanola od 60 %.

. Usporedbom svih pet novo optimiranih metoda ekstrakcije utvrdeno je da je metoda
UAE uz primjenu acetonitrila kao organske faze najucinkovitija. Opazene razlike
izmedu masenih udjela dobivenih primjenom metode UAE uz acetonitril kao organsku

fazu 1 onih dobivenih uz etanol kao organsku fazu nisu velike, one iznose priblizno
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10.

3,5 % pa stoga metoda uz primjenu etanola moze biti dobra alternativna ekoloski
prihvatljiva metoda za ekstrakciju fenola iz kozica bobica grozda.

Stabilnost pojedinih fenolnih spojeva ovisi o temperaturi i vremenu inkubacije, ali i o
samoj prirodi analita. Tijekom Ccitavog perioda inkubacije (4 h) pri 40 °C maseni je
udio svih ispitanih spojeva ostao nepromijenjen. Prilikom inkubacije pri 60 °C u
trajanju od 2 h preostalo je 89 % masenog udjela ukupnih antocijanina u odnosu na
pocetnu vrijednost, dok je nakon 1 h inkubacije pri 80 °C preostalo 75,24 %.
Stabilnost flavonola pri visim temperaturama znacajno je veca od one antocijanina te
je nakon 4 h zagrijavanja pri 60 °C i 80 °C preostalo 89 % odnosno 80 % masenog
udjela ukupnih flavonola. Promjene u masenim udjelima flavan-3-ola,
hidroksicimetnih kiselina te stilbena pri obje temperature inkubacije u trajanju od 4 h
vrlo su male. Dobiveni se ekstrakti mogu koristiti u komercijalne svrhe kada je
potrebno provesti termi¢ku obradu pripravka, a njezino trajanje i temperatura pri kojoj
se provodi ovise o tome koju je skupinu spojeva potrebno ocuvati u velikom masenom
udjelu.

Termosoniciranje uzrokuje znacajne promjene u masenim udjelima fenolnih spojeva u
ekstraktima kozica bobica grozda. Prilikom termosoniciranja pri 50 °C u periodu od
90 min maseni udjeli svih ispitanih spojeva odrzani su na vrijednostima ve¢im od
94 % pocetnih masenih udjela. Od ispitanih spojeva najnestabilniji su antocijanini, ¢iji
se maseni udio nakon 90 min inkubacije pri 70 °C smanjio na 75 % pocetne
vrijednosti. Temeljem dobivenih rezultata moze se zakljuciti da su fenolni spojevi
sadrzani u ekstraktima kozica dovoljno stabilni da se mogu rabiti prilikom proizvodnje

pripravaka, a pri ¢emu se primjenjuje ultrazvuk visokih frekvencija.
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Tablica 7.1. Utjecaj otapala na maseni udio pojedinih flavonoida

w/ mg kg
Spoj
MeOH EtOH EtOH +1 % FA

Delfinidin-3,5-O-diglukozid 864,36+24,73" 1040,47+10,71° 1340,47+4,01°
Cijanidin-3,5-0O-diglukozid 1122,89+29,73% 1171,2347,46 1347,4147,50°

Delfinidin-3-O-glukozid 9284,13+71,73* 9006,86+73,90° 10960,35+61,00°
Peonidin-3,5-O-diglukozid 954,63+4,51° 940,65+5,27" 1127,25+14,01°
Malvidin-3,5-O-diglukozid 13630,26+30,00° 13909,08+44,76" 15766,92+57,85°

Cijanidin-3-O-glukozid 1796,35+12,91° 1716,18+13,86"

Peonidin-3-0O-glukozid
Malvidin-3-O-glukozid
Ukupni antocijanini

485,8247,51°
6783,82+10,71*
34922,26+105,34"

508,18+8,83"
6988,87+50,23°
35281,52+100,76"

2053,23+10,01°
590,17+11,00°
7832,98+30,00 ©

41018,78+110,32"

Miricetin-3-O-glukozid

481,9145,54*

528,04+7,00°

550,44+11,83°

Rutin 245,1145,02% 250,71+4,27% 255,11+5,03°
Kvercetin-3-0-glukozid 1587,82£15,27* 1661,67+10,50° 1720,70+16,91°
Kemferol- 3-O-glukuronid 54,06+5,49° 69,61+9,51° 111,01+10,03°
Izoramnetin-3-O-glukozid 92,57+2,44° 106,1144,47° 110,1442,02°
Ukupni flavonoli 2462,4749,37* 2616,14£10,32" 2747,40+18,82°
Galokatehin 6,06£1,01* 7.27+1,94° 11,0240,97°
Procijanidin B1 49,16+2,02° 53,18+3,04" 59,0542,09°
Epigalokatehin 25,3242,08" 24,0443,12° 36,71+1,03°
Katehin 7,7342,52° 14,2543,03° 12,48+2,49°
Procijanidin B2 0,73+0,64° 0,66+0,57° 17,68+0,64°
Epikatehin 20,54+1,53" 20,7743,68° 26,93+0,91°
Ukupni flavan-3-oli 109,54+3,22° 120,1745,65" 163,87+4,87°
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Slika 7.1. a) Kromatogram acetonitrilnog ekstrakta snimljen pri A=360 nm, b) Kromatogram
acetonskog ekstrakta snimljen pri /=360 nm, ¢) UV-spektar pika 1 u kromatogramu acetonskog
ekstrakta, d) UV-spektar pika 2 u kromatogramu acetonskog ekstrakta, e) UV-spektar pika 3 u
kromatogramu acetonskog ekstrakta i f) UV-spektar pika 4 u kromatogramu acetonskog ekstrakta
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Slika 7.3. Linearna korelacija izmedu masenih udjela a) kemferola i kemferol-3-O-glukuronida
odredena pri 60 °C, b) kemferola i kemferol-3-O-glukuronida odredena pri 80 °C, ¢) miricetina i
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kvercetin-3-O-glikozida odredena pri 80 °C
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Slika 7.5. Linearna korelacija izmedu masenih udjela a) kemferola i kemferol-3-O-glukuronida
odredena pri 60 °C uz primjenu ultrazvuka, b) kemferola i kemferol-3-O-glukuronida odredena pri
70 °C uz primjenu ultrazvuka, c) miricetina i miricetin-3-O-glukuronida odredena pri 60 °C uz
primjenu ultrazvuka, d) miricetina i miricetin-3-O-glukuronida odredena pri 70 °C uz primjenu
ultrazvuka, e) kvercetina i ukupnih kvercetin-3-O-glikozida odredena pri 60 °C uz primjenu
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Slika 7.6. Linearna korelacija izmedu masenih udjela a) prokatehinske kiseline i cijanidin-3-O-
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ZIVOTOPIS

Ivana Tomaz rodena je 12. studenog 1980. g. u Zagrebu. Osnovnoskolsko i srednjoskolsko
obrazovanje zavrSava u Kutini. Po zavrSetku srednje skole upisuje Prirodoslovno-matematicki
fakultet SveuciliSta u Zagrebu, na kojemu 2010. g. stjeCe zvanje diplomiranog inzenjera
kemije. Od 2011. g. zaposlena je na Zavodu za vinogradarstvo i vinarstvo Agronomskog
fakulteta SveuciliSta u Zagrebu u zvanju stru¢nog suradnika u sustavu znanosti i visokog
obrazovanja gdje se kontinuirano bavi istrazivanjima sastava i1 sadrZaja fenola i1 drugih
skupina spojeva u grozdu kao i razvojem 1 implementacijom razli¢itih kemijskih metoda i
tehnika. Doktorski studije kemije na Prirodoslovno-matematicki fakultet SveuciliSta u

Zagrebu upisuje 2012. godine.

Koautorica je 9 znanstvenih radova koji su objavljeni u ¢asopisima citiranim u bazi CC/SCI te

2 rada u ostalim ¢asopisima. Sudjelovala je na 9 medunarodnih i nacionalnih skupova.

POPIS RADOVA

Izvorni znanstveni radovi u CC Casopisima:

1. P. Stambuk, D. Tomaskovi¢, I. Tomaz, L. Maslov, D. Stupi¢, J. Karoglan Konti¢,
Application of pectinases for recovery of grape seeds phenolics, 3 Biotech 6 (2016) 224-235.

2. L. Maslov, I. Tomaz, M. Mihaljevi¢ Zulj, A. Jeromel, Aroma characterization of predicate
wines from Croatia, European Food Research and Technology (2016) doi:10.1007/s00217-
016-2741-x.

3. J. Karoglan Konti¢, I. Renduli¢ Jelusi¢, 1. Tomaz, D. Preiner, Z. Markovi¢, D. Stupi¢, Z.
Andabaka, E. Maleti¢, Polyphenolic Composition of the Berry Skin of Six Fungus-
Resistant Red Grapevine Varieties, [International Journal of Food Properties 19 (2016)
1809-1824.
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4. I. Tomaz, L. Maslov, Simultaneous Determination of Phenolic Compounds in Different
Matrices using Phenyl- Hexyl Stationary Phase, Food Analytical Methods 19 (2016) 401-
410.

5. I. Tomaz, L. Maslov, D. Stupi¢, D. Periner, D. ASperger, J. Karoglan Konti¢,
Recovery of Flavonoids from Grape Skins by Enzyme-Assisted Extraction, Separation

Science and Technology 51 (2016) 255-268.

6. I. Tomaz, L. Maslov, D. Stupi¢, D. Periner, D. ASperger, J. Karoglan Konti¢,Solid-
liquid Extraction of Phenolics from Red Grape Skins, Acta Chimica Slovenica 63 (2016)
287-297.

7. 1. Tomaz, L. Maslov, D. Stupi¢, D. Periner, D. ASperger, J. Karoglan Konti¢, Multi-
response optimisation of ultrasound-assisted extraction for recovery of flavonoids from red
grape skins using response surface methodology, Phytochemical A nalysis 27 (2016) 13-
22.

8. M. Mihaljevi¢ Zulj, L. Maslov, I. Tomaz, A. Jeromel, Determination of 2-
aminoacetophenone in white wines using ultrasound assisted SPME coupled, Journal of

Analytical Chemistry 70 (2015) 814-818.

9. M. Mihaljevi¢ Zulj, I. Tomaz, L. Maslov Bandi¢, 1. Puhelek, A. M. Jagati¢ Korenika, A.
Jeromel, Influence of Different Yeast Strains on Metabolism of Tryptophan and Indole-3-

Acetic Acid During Fermentation, South African Journal of Enology and Viticulture 36
(2015) 44-49.

Znanstveni radovi u drugim ¢asopisima:
1. M. Karoglan, M. Osrecak, I. Tomaz, J. Sladi¢, Utjecaj roka berbe na sadrzaj polifenola i

antocijana u grozdu crnih sorata vinove loze, Journal of Central European Agriculture 17

(2016) 874-883.
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Znanstveni radovi u zbornicima skupova s medunarodnom recenzijom:

1. Z. Andabaka, D. Stupi¢, D. Preiner, Z. Markovi¢, E. Maleti¢, J. Karoglan Konti¢, 1.
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Hrvatska, 2015, 383-386.
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znanstveno-strucni skup 15. Ruzickini dani "Danas znanost - sutra industrija": zbornik
radova = International Scientific and Professional Conference 15th Ruzicka days "Today
science - tomorrow industry": proceedings / Subarié¢, Drago ; Juki¢, Ante (ur.). Osijek;
Zagreb: Faculty of Food Technology; Croatian Society of Chemical Engineers, 2015, 297-
305.

3. M. Mihaljevi¢ Zulj, I. Tomaz, L. Maslov Bandi¢, 1. Puhelek, A. M. Jagati¢ Korenika, A.
Jeromel, Efekt dodatka amonijevog sulfata na metabolizam triptofana tijekom alkoholne

fermentacije, 49" Croatian & 9th International Symposium on Agriculture 2014.

4. A. Tomi¢, M. Zulj Mihaljevi¢, 1. Tomaz, A. Jeromel, Utjecaj pektolitickih enzima na
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SaZeci u zbornicima skupova:
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XXX



	0. Korice
	NASLOVNICE
	0.0. Naslovnice
	0.1. Zahvala

	DOK
	0.2. Sadržaj
	2.1.1. Anatomska građa bobice grožđa011
	2.1.2. Faze rasta i razvoja bobice016
	2.2.1. Fenolne kiseline018
	2.2.2. Stilbeni020
	2.2.3. Flavonoidi022
	2.3.1. Primjena fenola iz biljnih ekstrakata u farmaceutskoj industriji 030
	2.3.2. Primjena fenola iz biljnih ekstrakata u prehrambenoj industriji 034
	2.3.3. Primjena fenola iz biljnih ekstrakata u kozmetičkoj industriji 036
	2.4.1. Uzorkovanje038
	2.4.2. Priprava uzoraka038
	2.4.3. Ekstrakcijske tehnike 040
	3.3.1. Optimiranje metode za sušenje uzoraka 065
	3.3.2. Optimiranje metode za pohranjivanje uzoraka 066
	3.3.3. Metoda ekstrakcije 066
	3.4.1. Ekstrakcija čvrsto-tekuće067
	3.4.2. Ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija 070
	3.4.3. Mikrovalovima potpomognuta ekstrakcija 073
	3.4.4. Enzimima potpomognuta ekstrakcija 075
	3.4.5. Raspršenje matrice uzorka kroz čvrstu fazu079
	3.5.1. Postupak ekstrakcije082
	3.5.3. Određivanje stabilnosti ekstrakata uz primjenu termosoniciranja 082
	4.1.2. Postupak optimiranja pohranjivanja uzoraka 097
	4.2.1. Odabir organske faze0105
	4.2.2. Optimiranje ekstrakcije čvrsto-tekuće0106
	4.2.3. Optimiranje ekstrakcije potpomognute ultrazvukom0115
	4.2.4. Optimiranje mikrovalovima potpomognute ekstrakcije 0122
	4.2.6. Optimiranje metode raspršenjem matrice uzorka kroz čvrstu fazu 0144
	4.3.1. Određivanje termičke stabilnosti fenola u ekstraktima kožica bobica grožđa 0160
	4.3.2. Utjecaj termosoniciranja na stabilnost fenola u ekstraktima kožica bobica     grožđa 0175
	4.3.3. Utjecaj primjene ultrazvuka na termičku stabilnost fenola u ekstraktima kožica        bobica grožđa 0191

	0.3. Sažetak i Abstract
	ABSTRACT

	1. Uvod
	2. Literaturni pregled
	3. Materijali i metode
	4. Rezultati i rasprava
	5. Zaključci
	6. Literaturna vrela
	7. Dodatak
	8. Životopis

	Blank Page
	Blank Page
	Blank Page
	Blank Page
	Blank Page

